


































« La vie, ce concept mystérieux, est ramenée à la présence d’ADN. Il n’y a plus de frontière entre la 
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On estime actuellement que seul 1% du génome code des protéines, or l’avancée des 
technologies de séquençage à haut débit a permis de démontrer que près de 80% du génome était 
transcrit en ARNs non codants. Parmi ces derniers, on peut citer certaines classes d’ARNs bien 
connues telles que les ARNs de transfert (ARNt), les ARNs ribosomiques (ARNr), les petits ARNs 
nucléolaires (snoARNs) ou les petits ARNs nucléaires (snRNAs). Mis en évidence plus récemment, il 
existe également des ARNs tels que les microARNs ou les longs ARNs non codants (lncRNAs). Le 
nombre exact de longs ARNs non codants chez l'homme est pour l’instant inconnu. Cependant, de 
récentes analyses transcriptionnelles et bioinformatiques suggèrent l’existence de plusieurs dizaines de 
milliers de ces lncARNs. La recherche dans ce domaine a permis de définir des fonctions spécifiques 
pour un certain nombre de lncRNAs et de démontrer leur intervention à tous les niveaux de régulation, 
transcriptionnelle, post-transcriptionnelle et même épigénétique. De plus, des lncRNAs ont été décrits 
comme dérégulés et impliqués dans de nombreux processus physiologiques, du développement aux 
pathologies, et plus particulièrement dans les cancers. Toutefois, nos connaissances quant à 
l'implication des lncRNAs dans la leucémie restent limitées. 
Les leucémies aiguës myéloblastiques ou LAMs sont des pathologies clonales liées à un arrêt 
de la différenciation myéloïde associée à une augmentation de la prolifération cellulaire. Les LAMs 
résultent de l’acquisition de mutations dans les cellules souches ou dans les progéniteurs 
hématopoïétiques. Elles peuvent être divisées selon des critères cytogénétiques. On y retrouve des 
patients avec des anomalies chromosomiques récurrentes, des caryotypes complexes, des 
translocations chromosomiques rares. Toutefois, la moitié des cas de LAMs est représentée par des 
caryotypes normaux pour lesquels il existe peu de facteurs pronostiques car les événements 
oncogéniques sont inconnus. La mise en évidence de lncRNAs dérégulés dans ces pathologies pourrait 
nous permettre de mieux comprendre leurs fonctions d’un point de vue fondamental, mais également 
leurs rôles dans les processus oncogéniques. 
Au cours de cette thèse, je m'attacherai à décrire l'état de la littérature concernant la leucémie 
aiguë myéloblastique et les longs ARNs non codants. Pour plus de clarté quant aux résultats de ce 
travail de thèse, j'insisterai également dans l'introduction sur l'implication de la nucléophosmine 









PARTIE I : La Leucémie Aiguë Myéloblastique ou LAM 
 
Les leucémies sont des hémopathies malignes caractérisées par l'accumulation de cellules 
hématopoïétiques anormales dans la moelle osseuse et le sang. On distingue les leucémies chroniques, 
caractérisées par une progression lente et l'accumulation de cellules de la moelle osseuse à un stade 
avancé de différenciation, des leucémies aiguës, caractérisées par une progression rapide et par 
l'accumulation dans la moelle osseuse et dans le sang de cellules immatures. Dans le cas où cette 
accumulation de cellules anormales concerne la lignée lymphoïde on parlera de leucémies 
lymphoblastiques, s'il s'agit de cellules de la lignée myéloïde on parlera de leucémies myéloblastiques. 
I) Généralités et Classification des LAMs 
Les leucémies aiguës myéloblastiques (LAMs) sont des hémopathies malignes résultant d'une 
prolifération aberrante et maligne de précurseurs myéloïdes bloqués à différents stades de la 
différenciation du lignage myéloïde. Le stade de blocage de la différenciation, plus ou moins précoce, 
est considéré notamment comme un paramètre permettant la classification des LAMs (Vardiman et al., 
2009). Le site initial de prolifération leucémique se situe au sein de la moelle osseuse avec 
potentiellement des infiltrations extramédullaires. L’origine cellulaire des LAMs serait une petite 
population de cellules souches leucémiques CD34+ et CD38- et d'une "side population" CD123+ qui 
servirait de réservoir à la production de cellules leucémiques, ou blastes, et à la reconstitution post-
traitement de la population leucémique totale (Saito et al., 2010)(Moshaver et al., 2008). Les cellules 
leucémiques présentent fréquemment des anomalies chromosomiques et/ou mutationnelles. Ces 
anomalies observées sont également un outil de classification des sous-types de LAM. Ainsi, l’OMS 
(Organisation Mondiale de la Santé) a réparti les LAMs en 7 groupes selon un consortium de 
paramètres cliniques et biologiques (Vardiman et al., 2009). 
 
a. Epidémiologie 
En occident, les LAMs sont la forme majoritaire de leucémie, représentant 25% des leucémies. 
En effet, l'Institut de Veille Sanitaire estime à environ 3000 le nombre de nouveaux cas de LAM par 
an en France ( Estimation nationale de l’incidence des cancers en France entre 1980 et 2012, InVS). 
Le taux d’incidence sur la population mondiale est de 2,6 pour 100 000 chez l’homme et de 2,3 pour 
100 000 chez la femme. L’incidence est relativement basse chez les sujets de moins de 40 ans avant 
d’augmenter plus rapidement à partir de 60 ans. Il s’agit en effet d’une pathologie touchant 
essentiellement le sujet âgé avec un taux d’incidence supérieur à 30 pour 100 000 chez l’homme et 
supérieur à 19 pour 100 000 chez la femme de 85 ans et plus (Figure 1). L’âge médian de survenue de 




ans qui ne dépasse pas 20 %. Ce sont des cancers mortels pour un grand nombre de cas et plus 
particulièrement chez les patients âgés, plus difficilement traitables par chimiothérapies 
conventionnelles, les conditions de comorbidités comme les maladies cardiaques ou les insuffisances 
rénales empêchant l'administration de fortes doses d'agents thérapeutiques. De plus,  les patients âgés 
sont plus susceptibles de développer une infection en cours de traitement. 
 
Figure 1 : Incidence par âge des Leucémies aiguës myéloïdes en France (Institut de Veille 
Sanitaire). 
L’origine des LAMs est diverse : elle peut survenir consécutivement à un traitement 
cytotoxique dirigé contre une tumeur solide (LAMs secondaires), elle peut être de novo ou encore faire 
suite à un autre désordre hématopoïétique tel que des syndromes myélodysplasiques ou, plus rarement, 
suite à des syndromes myéloprolifératifs. Certaines maladies génétiques sont associées à un plus grand 
risque de développer une LAM. C'est le cas de la trisomie 21, de l'anémie de Fanconi, du syndrome de 
Bloom, et de la neurofibromatose (Belson et al., 2007). Bien que l’origine exacte de la maladie reste 
encore inconnue, plusieurs facteurs sociaux/environnementaux semblent influencer le processus de 
leucémogenèse. On peut citer quelques exemples identifiés comme les radiations, le benzène via la 
formation d'adduits et l'induction du stress oxydatif, les solvants industriels et les agents 
chimiothérapeutiques (Pierce et al., 2012)(McHale et al., 2012)(Godley and Larson, 2008). En effet, 
nous savons depuis plusieurs années que la chimiothérapie peut induire des leucémies aiguës 
secondaires de deux types. Les LAMs secondaires du premier type sont les plus fréquentes et 
surviennent après l'utilisation d'agents alkylants comme le traitement MOPP (Méchlorométhine, 
Oncovin™, Procarbazine, Prédnisolone) dans la maladie de Hodgkin. Le second type de LAM 




étoposides et anthracyclines pouvant être utilisés dans le traitement des tumeurs solides. Celles-ci sont 
associées à des anomalies cytogénétiques du bras long du chromosome 11, des translocations entre les 
chromosomes 8 et 21 (t(8;21)) et t(15;17) et des inversions du chromosome 16 (inv(16)). Les LAMs 
secondaires présentant ce type d'anomalies présenteraient le même pronostic que les LAMs de novo, 
mais plus sévère en cas de caryotypes complexes.  
Les LAMs sont des hémopathies malignes issues de progéniteurs de la moelle osseuse 
associées à une accumulation clonale de blastes myéloïdes fonctionnellement déficients et bloqués à 
différents stades de leur maturation. Dans la moelle osseuse, la cellule souche myéloïde multipotente 
peut se différencier en progéniteurs spécifiques de chaque lignage sous l'impulsion de signaux, 
notamment cytokiniques (EPO, GM-CSF…). Ces progéniteurs continuent leur différenciation 
terminale en cellules myéloïdes différenciées et matures : granulocytaire, monocytaire, érythrocytaire 
et mégacaryocytaire (Figure 2). Les blocages de différenciation dans ces différents lignages conduit à 
des pathologies clonales immunophénotypiquement et morphologiquement identifiables, et permettant 
ainsi une première classification et caractérisation des LAMs. 
 
Figure 2 : Représentation schématique de l'hématopoïèse myéloïde.  
 




L'intérêt premier de ces classifications est bien évidemment d'identifier des sous types de 
LAMs, de les classer et de stratifier le risque afin d'adapter les traitements. 
La classification FAB des LAMs a été proposée en 1976 par le groupe French-American-
British (FAB) en se basant sur différents paramètres comme la morphologie ou l'état de différentiation 
des cellules. Ce système de classement a été complété en 1985 avec l'immunophénotype définissant 
ainsi 8 types de LAMs, de M0 à M7 (Bennett et al., 1976)(Neame et al., 1986)(Vardiman et al., 2009) 
(Tableau 1). La classe M0 se caractérise par des blastes indifférenciés ; la classe M1 sans maturation 
se caractérise par une prédominance de myéloblastes avec moins de 10% de différenciation 
granulocytaire ; la classe M2 avec maturation présente plus de 30% de myéloblastes, plus de 10% de 
différenciation granulocytaire et une différenciation monocytaire inférieure à 20% ; la classe M3 se 
caractérise par des promyélocytes hypergranuleux (classe particulière présentant la translocation 
t(15;17)(q22;q12) et la protéine de fusion PML-RARα) ; la classe M4 myélomonocytaire présente des 
cellules monocytaires avec au moins 30% de monocytes différenciés ; la classe M5 monocytaire est 
caractérisée avec au moins 80% de monocytes faiblement (monoblastes) ou fortement différenciés ; la 
classe M6 érythroleucémique présente plus de 50% d'érythroblastes et plus de  30% de myéloblastes 
non érythroïdes ; et la classe M7 mégacaryoblastique est plus polymorphique et est caractérisée par 
des blastes vacuolés pouvant présenter des expansions cytoplasmiques. 
FAB Caractéristiques Marqueurs immunophénotypiques 
M0 blastes indifférenciés CD34+ CD33+ CD13+ CD15+ CD16- 
M1 sans maturation ; prédominance de myéloblastes ; moins de 10% de différenciation granulocytaire CD34
+
 HLADR+ CD33+ CD13+ CD117+ 
M2 
avec maturation ; plus de 30% de myéloblastes ; plus de 
10% de différenciation granulocytaire ; différenciation 
monocytaire inférieure à 20% 
CD34+ HLADR+ CD16+ CD33+ CD13+ 
M3 
avec promyélocytes hypergranuleux ; classe présentant la 
translocation t(15;17)(q22;q12) et la protéine de fusion 
PML-RARα 
CD13+ CD34- HLADR- CD117+ 
M4 Myélomonocytaire ; au moins 30% de monocytes différenciés CD34
+
 HLADR+ CD14+/- CD36+/- CD45+ 
M5 monocytaire ; au moins 80% de monocytes faiblement (monoblastes) ou fortement différenciés CD34
+
 HLADR+ CD14+ CD36+ CD15+ 
M6 érythroleucémique ; plus de 50% d'érythroblastes ; plus de  30% de myéloblastes non érythroïdes CD34
+
 HLADR+ GPA+ CD235+ 
M7 
Mégacaryoblastique ; avec blastes vacuolés pouvant 
présenter des  expansions cytoplasmiques ; blastes parfois 
agrégés aux plaquettes 
CD34+/- HLADR+ CD41+ CD42+ 
 





Au fur et à mesure des années, il a été observé des récurrences d'anomalies génétiques 
associées aux différentes classes présentant par ailleurs des valeurs pronostiques. Il était ainsi pertinent 
de les intégrer dans une nouvelle classification par l'OMS (Tableau 2). De plus, les observations de 
LAMs post-thérapies et de LAMs découlant de syndromes myélopdysplasiques, ont mené à l'addition 
de deux nouveaux types : LAMs secondaires et LAMs avec myélodysplasie "multilignée". La 
classification par l'OMS définit donc 4 groupes : les LAMs avec anomalies chromosomiques 
récurrentes, les LAMs secondaires, les LAMs avec myélodysplasie "multilignée", et les LAMs qui 
n'entrent dans aucune de ces catégories (Leymarie et al.). Pour ces dernières, la classification FAB est 
toujours utilisée. La classification de l'OMS comprend aussi 3 catégories définissant des néoplasies 
myéloïdes, le sarcome myéloïde, la prolifération myéloïde liée au syndrome de Down et les néoplasies 
de cellules dendritiques blastiques plasmacytoïdes. 
À partir de 2008, l'OMS a ajouté dans ce classement des entités particulières avec de fortes 
valeurs pronostiques comme les LAMs présentant des mutations récurrentes dans les gènes NPM1 
(Nucléophosmine), CEBPα (CCAAT/Enhancer-Binding Protein Alpha) et FLT3 (Fms-like tyrosine 
kinase 3). Les LAMs avec mutations NPM1 et CEBPα sont considérées comme des entités provisoires 
dans la classe de LAMs avec anomalies génétiques récurrentes, au contraire des LAMs avec la 
mutation FLT3, laquelle est souvent associée à d'autres anomalies mais présentant une forte valeur 
pronostique (Vardiman et al., 2009). L'introduction de ces entités provisoires, caractérisées par ces 
mutations récurrentes dans la LAM, a essentiellement permis de mieux stratifier les LAMs à caryotype 





Classement OMS des LAMs 
LAMs avec anomalies cytogénétiques récurrentes 
        LAMs avec t(8;21)(q22;q22); fusion RUNX1-RUNX1T1 
        LAMs avec inv(16)(p13.1q22) ou t(16;16)(p13.1;q22); fusion CBFB-MYH11 
        LAPs avec t(15;17)(q22;q12); fusion PML-RARA 
        LAMs avec t(9;11)(p22;q23); fusion MLLT3-MLL 
        LAMs avec t(6;9)(p23;q34); fusion DEK-NUP214 
        LAMs avec inv(3)(q21q26.2) ou t(3;3)(q21;q26.2); fusion RPN1-EVI1 
        LAMs avec t(1;22)(p13;q13); fusion RBM15-MKL1 
        Entité provisoire : LAMs avec mutation NPM1 
        Entité provisoire : LAMs avec mutation CEBPα 
LAMs avec myélodysplasie "multilignée" 
LAMs secondaires 
LAMs sans spécificité 
        LAMs faiblement différenciées 
        LAMs sans maturation 
        LAMs avec maturation 
        Leucémies aiguës myélomonocytaires 
        Leucémies aiguës monocytaires/monoblastiques 
        Leucémies aiguës érythroïdes 
        Leucémies aiguës mégacaryoblastiques 
        Leucémies aiguës à basophiles 
        Panmyéloses aiguës avec myélofibrose 
Sarcomes myéloïdes 
Proliférations myéloïdes liées au syndrome de Down 
Néoplasies dendritiques blastiques plasmacytoïdes 
 
Tableau 2 : Classification OMS 2008 des LAMs (Adapté de Vardiman et al., 2009). 
II) Anomalies Génétiques 
On distingue plusieurs types d'anomalies génétiques telles que les insertions, les duplications 
et les translocations chromosomiques, très fréquentes dans les hémopathies malignes. Les 
translocations chromosomiques font intervenir des recombinaisons et des juxtapositions de gènes 
codants ou non, normalement séparés génétiquement. On distingue les anomalies qualitatives et les 
anomalies quantitatives. Les anomalies qualitatives font intervenir des points de cassure situés à 
l'intérieur de deux gènes, le plus souvent introniques, et la fusion des deux régions peut conduire à la 




LAMs une forte récurrence des translocations t(15;17)(q22;q12) et t(9;11)(p22;q23) générant les 
protéines de fusion PML-RARα et MLL-AF9, respectivement (Figure 4). Les anomalies quantitatives 
sont quant à elles caractérisées par des points de cassure situés à proximité de proto-oncogènes et ces 
translocations provoqueront un changement de profil d'expression des gènes, devenant oncogènes. La 
translocation t(2;11)(p21;q23) par exemple induit une forte surexpression de l'oncomiR miR-125b 
(Bousquet et al., 2008). 
 
Figure 4 : Mécanisme de translocation chromosomique entre le chromosome 15 et 17 générant la 
translocation t(15;17)(q22;q12) et la protéine chimérique PML-RARα. 
Une grande proportion des translocations chromosomiques sont considérées comme des 
entités à part entière et font intervenir des cofacteurs et facteurs transcriptionnels impliqués dans la 
différenciation hématopoïétique.  
Lors de ma thèse, je me suis intéressé aux LAMs à caryotype normal (LAM-CN) représentant 
environ 50% des LAMs. L'absence de caractéristiques cytogénétiques pour permettre une meilleure 
classification et compréhension de la pathogénese de ces cas a conduit à la recherche d'anomalies de 
séquences plus fines (Patel et al., 2012). Initialement, les mutations se sont classiquement distinguées 
en deux classes de mutations récurrentes dans la LAM: les mutations de type 1 qui provoquent 
l'activation de voies de signalisation conférant un avantage prolifératif aux progéniteurs 
myéloblastiques, et les mutations de type 2 qui regroupent des gènes induisant in fine des blocages de 






a. Les mutations de Type 1 
Les mutations de type 1 sont des mutations dans des gènes apportant un avantage prolifératif 
ou une amélioration de la survie des progéniteurs myéloïdes en dérégulant des voies de signalisation 
comme les gènes FLT3, NRAS, KRAS (Neuroblastoma et Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene) et 
KIT. 













Tableau 3 : Fréquences des anomalies génétiques récurrentes dans la LAM. 
Les mutations du gène KIT sont présentes dans 25-30% des LAM-CN. Le gène KIT code la 
protéine c-KIT, un récepteur tyrosine kinase liant le ligand SCF (Stem Cell Factor). Après interaction 
avec son ligand, c-KIT se dimérise et active des voies de signalisation intracellulaires comme la voie 
des MAPs Kinases (Mitogen-Activated Protein Kinases) ou PI3K (Phosphatidylinositol-3-Kinases), 
impliquées dans la survie cellulaire, la prolifération et la différenciation (Yarden et al., 1987)(Edling 
and Hallberg, 2007). Ces mutations sont également présentes chez des patients présentant une inv(16) 
ou une translocation t(8;21), des anomalies cytogénétiques généralement associées à un pronostic plus 
favorable. Cependant, les mutations de KIT dans la LAM-CN ne semblent pas être corrélées à des 
valeurs pronostiques. 
Les mutations dans les gènes de la famille RAS, KRAS et NRAS  sont retrouvées dans 5 à 10% 
des LAM-CN. Ces gènes codent des GTPases, activées par certaines cytokines et intervenant dans la 
transduction de signaux modulant la prolifération et la survie des progéniteurs hématopoïétiques. Les 
mutations affectant ces gènes conduisent à une activation constitutive des voies de signalisation pro-




cytogénétique particulière, ni aux caractéristiques cliniques ou pronostiques des LAMs (Kumar, 
2011)(Kiyoi et al., 1999). 
Le gène FLT3 est un des gènes les plus fréquemment mutés dans les LAMs avec une 
occurrence dans 30 à 35% des LAM-CN. FLT3 code une tyrosine kinase membranaire exprimée dès 
les premiers stades de l'hématopoïèse. Son activation entraine une stimulation de la croissance et la 
survie des progéniteurs notamment via la voie des MAPs kinases. De manière générale, FLT3 est très 
exprimé dans les LAMs mais il existe aussi deux mutations activatrices récurrentes :  
-FLT3-TKD (Tyrosine Kinase Domain) est une mutation ponctuelle dans le domaine tyrosine kinase 
avec une valeur pronostique discutable (Figure 5).  
-FLT3-ITD (Internal Tandem duplication) est une mutation de type duplication en tandem de taille 
variable dans le domaine juxtamembranaire du gène (Figure 5A). Cette mutation est plus étudiée, plus 
fréquente (25-30% des LAM-CN) et est associée à une valeur pronostique forte (Gilliland and Griffin, 
2002) (Figure 5B).  
 
Figure 5 : Mutations dans le gène FLT3. A. Localisation de la mutation FLT3-ITD dans le domaine 
juxtamembranaire (et la conséquence de la duplication en tandem au niveau protéique) et de la 
mutation TKD dans le deuxième domaine tyrosine kinase (Adapté de Gilliland and Griffin, 2002). B. 
Analyse de la survie globale des patients LAMs en fonction du statut mutationnel de FLT3. Les 





Les deux mutations FLT3-ITD et TKD conduisent à une activation constitutive de ce récepteur 
tyrosine kinase et des voies en aval, se traduisant par une prolifération accrue et un effet anti-
apoptotique (Spiekermann et al., 2003). La transduction de FLT3-ITD dans des cellules 
hématopoïétiques primaires murines conduit à d'importants syndromes myéloprolifératifs (Kelly et al., 
2002).  
Les mutations de type 1 peuvent mener seules à des pathologies myéloprolifératives mais 
généralement avec des cellules myéloïdes toujours différenciées et fonctionnelles. En revanche, les 
mutations de type 2 permettent de perturber le processus de différenciation hématopoïétique. 
b. Les mutations de Type 2 
Ces mutations interviennent dans des gènes impliqués dans le processus de différenciation 
hématopoïétique. Il existe par exemple des mutations récurrentes dans les gènes WT1 (Wilms Tumor), 
TET2 (Tet oncogene Family member 2), CEBPα ou NPM1 (Dombret, 2011). Plus récemment, des 
mutations ont été mises en évidence dans les gènes DNMT3A (DNA (Cytosine-5-)-Methyltransferase 3 
Alpha), IDH1 et IDH2 (Isocitrate Deshydrogenase) (Ribeiro et al., 2012)(Mardis et al., 2009)(Gross et 
al., 2010).  
Les mutations du gène WT1 sont présentes majoritairement dans 10% à 13% des cas dans les 
LAM-CN. Ce gène code un facteur de transcription exprimé dès les stades les plus indifférenciés de 
l'hématopoïèse, mais absent dans les cellules matures. WT1 a été impliqué dans la prolifération, la 
survie et la différenciation et peut se comporter comme un suppresseur de tumeur ou un oncogène 
suivant le tissu et le transcrit étudié (Lindstedt et al., 2014). L'impact pronostique est incertain mais 
quelques études montrent un effet délétère des mutations de WT1 sur la survie des patients (Owen et 
al., 2010). 
Les mutations du gène TET2 sont retrouvées dans 12 à 27% des LAMs avec une valeur 
pronostique sujette à débat, même si ces mutations semblent être de mauvais pronostic (Gaidzik et al., 
2012). Les protéines TET ont un rôle dans la déméthylation de l'ADN et pourraient participer à 
l'hyperméthylation régulièrement observée dans la leucémie et les cancers en général. Les mécanismes 
permettant le ciblage de TET2 sur des gènes impliqués dans la leucémogenèse ne sont pas connus, 
mais Wang et al. ont suggéré que l'impact de TET2 dans la LAM était dépendant de son interaction 
avec WT1 (Wang et al., 2015a). 
Les mutations dans le gène CEBPα sont retrouvées majoritairement dans les LAM-CN (10 à 
18%) et peuvent être divisées en deux groupes: un groupe avec une seule mutation dans le gène (1/3 
des cas) et un deuxième groupe avec deux mutations (2/3 des cas). Le deuxième groupe est 




facteur de transcription impliqué dans l'hématopoïèse en réprimant l'expression de MYC, et en régulant 
positivement l'expression de gènes spécifiques de la lignée granulocytaire. L'étude de modèles murins 
de knock-out de CEBPα a montré que CEBPα était essentielle au développement des granulocytes 
matures et que sa perte de fonction facilitait la leucémogenèse par un blocage de cette différenciation 
(Zhang et al., 1997). 
 
Figure 6 : Impact des différentes mutations récurrentes dans la LAM sur la survie globale. A. La 
mutation dans le gène CEBPα est associée à un bon pronostic (Adapté de Marcucci et al., 2011). B. 
Les mutations dans le gène DNMT3A sont associées à un mauvais pronostic (Adapté de Ley et al., 
2010). C. Les mutations dans les gènes IDH sont associées à un mauvais pronostic (Adapté de Paschka 
et al., 2010). D. La mutation dans le gène NPM1 est associée à un bon pronostic (Adapté de Schnittger 
et al., 2005). 
Les mutations de DNMT3 sont retrouvées dans approximativement 25% des cas et sont 
associées significativement à un mauvais pronostic (Figure 6B) et aux mutations dans les gènes 
NPM1, FLT3 (FLT3-ITD) et IDH1 (Ley et al., 2010). Les DNMTs catalysent la réaction de 
méthylation des ilots CpG, régulant ainsi l'expression de nombreux gènes. Il a été suggéré que l'impact 
de cette mutation dans DNMT3 se traduisait par une dérégulation des gènes HOX dans l'hématopoïèse. 
Cependant, les LAMs présentant des mutations dans DNMT3 ne présentent pas de signature 




Des mutations des gènes IDH1 et IDH2 ont récemment été identifiées par séquençage à haut 
débit (Mardis et al., 2009). Elles sont souvent associées aux LAM-CN, aux mutations du gène NPM1 
et sont de mauvais pronostic (Paschka et al., 2010)(Boissel et al., 2010) (Figure 6C). Les protéines 
IDH1 et 2 sont impliquées dans le métabolisme de la synthèse lipidique, la protection du stress 
oxydatif et la transduction de signaux. De plus, l'expression d'IDH1 et 2 mutées provoque une 
accumulation du métabolite oncogénique putatif 2-HG (2-Hydroxyglutarate), et induit un blocage de 
la différenciation myéloïde in vitro (Figueroa et al., 2010). 
Les mutations dans le gène de la nucléophosmine NPM1 sont les plus récurrentes dans les 
LAM-CN (55% des LAM-CN) et associées à un bon pronostic (Schnittger et al., 2005) (Figure 6D). 
La nucléophosmine a de nombreux rôles dans la cellule : elle régule l'assemblage des ribosomes, la 
duplication des centrosomes, l'assemblage des histones, la réparation de l'ADN et l'apoptose. Je 
détaillerai la fonction et l'impact de  NPM1 dans la partie II "La nucléophosmine NPM1".  
 
Cette précédente classification des mutations dans les LAMs peut apparaitre comme binaire et 
peut être trop simpliste. Le groupe The Cancer Genome Atlas Research (TCGA) a rapporté en 2013 
des résultats de séquençage (génome complet et exome) de 200 cas de LAM (Cancer Genome Atlas 
Research Network, 2013). Les auteurs de ce travail ont identifié des mutations dans un grand nombre 
de gènes, déjà recensés ou nouveaux, dont certains pourraient être considérés comme "driver" dans la 
LAM. Ces gènes ont été classés dans 9 catégories basées sur leurs fonctions connues ou prédites telles 
que les facteurs de transcription, méthylation de l'ADN ou de la chromatine, ou encore des gènes 
impliqués dans la formation des complexes cohesin et du spliceosome. La forte prévalence de 
mutations dans des gènes tels que DNMT3A, TET2, IDH1/IDH2, ASXL1 ou même EZH2 (Ernst et al., 
2010) suggère qu'un troisième groupe de mutations impliquées dans l'épigénome pourrait 
complémenter le modèle pré-existant du "two-hit" décrit précédemment. De manière intéressante, dans 
le travail du groupe TCGA, les mutations au sein d'une même classe de gènes présentent une tendance 
à être mutuellement exclusives et chaque cas de LAM présente en moyenne 5 mutations dans des 
gènes fréquemment mutés. Ces observations soulèvent plusieurs questions pertinentes :  
Comment ces mutations s'accumulent-elles dans un seul lignage cellulaire?  
Quelles sont les mutations fondatrices et initiatrices de la pathologie?  
Il a alors commencé à émerger l'hypothèse que ces mutations s'accumulent de manière sériée 
dans les cellules souches hématopoïétiques, qui ont une durée de vie plus longue que la plupart des 
cellules de la différenciation myéloïde. Selon ce modèle, on trouverait chez les patients LAM de rares 
compartiments résiduels de cellules souches hématopoïétiques comprenant des cellules normales sans 




retrouvées dans le blaste leucémique correspondant. Cela reflèterait un historique de l'acquisition des 
mutations ainsi que la présence d'une phase pré-leucémique résultant d'une expansion hématopoïétique 
clonale, dont les études récentes semblent confirmer l'existence (Jan et al., 2012). 
c. "Dynamique" de l'apparition des mutations 
i. Au cours de la phase pré-leucémique 
Différents travaux sur le sujet ces dernières années ont montré que les LAMs surviennent à 
partir d'une cellule hématopoïétique immature (cellules souches hématopoïétiques et les progéniteurs) 
transformée à la suite d'une accumulation de plusieurs étapes de changement génétique et 
épigénétique. Cette série de changements est supposée générer une cellule souche pré-leucémique 
précédant la cellule souche leucémique transformée. Si la cellule souche leucémique est 
fonctionnellement définie par sa capacité à donner naissance rapidement à une leucémie avec une forte 
pénétrance dans des modèles murins de transplantation, la cellule pré-leucémique peut quant à elle 
conduire à une leucémie in vivo avec une latence variable et sous la dépendance de l'accumulation 
graduelle d'événements génétiques additionnels. 
Le travail de Génovese et al. publié en 2015, a permis d'analyser les mutations et leurs 
fréquences à partir d'échantillons sanguins sur une cohorte de plus de 12 000 personnes ayant 
développé des cancers hématologiques ou non (Genovese et al., 2014). Les auteurs ont pu mettre en 
évidence une expansion clonale de l'hématopoïèse plusieurs mois avant le diagnostic de LAM. De 
manière particulièrement intéressante, cette expansion est associée à la présence de mutations 
somatiques dans les gènes DNMT3A, ASXL1 et TET2, alors que les mutations dans FLT3 ou NPM1 ne 
sont pas retrouvées. Cette observation suggère que les mutations de DNMT3A, ASXL1 et TET2 seraient 
des mutations iniatrices, maintenues sur de longues périodes sans manifestation clinique majeure, et 
que les mutations FLT3 et NPM1 apparaitraient plus tard, peut être en tant qu'élément déclencheur du 
phénotype leucémique proprement dit. Il semblerait ainsi que le séquencage d'échantillons sanguins 
pourrait permettre une détection précoce des cancers hématologiques. Cependant, Genovese et al. 
restent prudents quant à cette possibilité. En effet, les auteurs ont observé ces mutations somatiques 
dans les cellules hématopoïétiques normales dans 10% des cas, alors que la fréquence du passage de 
l'expansion clonale en cancer était modeste (1% par an). 
Ces observations semblent être en accord avec de précédents travaux, notamment ceux menés 
par Challen et al. (Challen et al., 2011). Afin d'analyser l'impact de la mutation DNMT3A dans 
l'hématopoïèse in vivo, les auteurs ont généré un modèle murin inductible et conditionnel de knock-out 
DNMT3A et transplanté les cellules souches hématopoïétiques de ces animaux chez des animaux 
sauvages et irradiés. Cette étude a permis d'observer une augmentation progressive de la proportion 




transplantations successives. La moelle de ces souris présente également un défaut d'hémotopoièse 
avec une expansion du compartiment des cellules souches hématopoïétiques. Cependant, aucune de 
ces souris n'a développé de maladies myéloprolifératives, indiquant certainement la nécessité de 
mutations additionnelles. Chez l'homme, Shlush et al. ont pu mettre en évidence chez des patients 
LAM DNMT3A muté/NPM1 muté, une forte prévalence de mutations de DNMT3A dans les cellules 
souches hématopoïétiques de patients LAM et sans mutations de NPM1 (Shlush et al., 2014). De plus, 
les xénogreffes de ces cellules souches hématopoïétiques de patients ont montré que ces cellules 
DNMT3A muté et NPM1 non muté présentaient un avantage sélectif puisqu'elles sont associées à une 
expansion clonale. Cela suggère vivement que la mutation DNMT3A apparait précocement dans les 
cellules souches hématopoïétiques et leur confère un avantage compétitif pouvant expliquer 
l'expansion clonale de cellules souches pré-leucémiques. 
Il en est de même pour les mutations de TET2 pour lesquelles plusieurs études semblent 
supporter le modèle que l'inactivation de TET2 est un événement précoce dans la leucémogénese et 
conduit à l'expansion clonale de cellules pré-leucémiques chez l'homme. Par exemple, le génotypage 
de cellules CD34+/CD38- de patients avec syndrome myéloprolifératif a montré que les mutations 
récurrentes de JAK2 n'étaient pas observées en l'absence de mutation de TET2. De plus, l'analyse des 
cellules souches hématopoïétiques suggére que la mutation TET2 apparait en premier lieu 
(Delhommeau et al., 2009). Jan et al. ont également mis en évidence la présence de mutation de TET2 
dans des cellules souches leucémiques résiduelles de patients LAM représentant potentiellement des 
cellules pré-leucémiques selon le modèle décrit précédemment (Jan et al., 2012). Afin de mettre en 
évidence l'acquisition séquentielle des mutations dans les cellules souches leucémiques des patients 
LAMs, les auteurs de ce travail ont décrit l'historique des événements génétiques en génotypant les 
colonies formées à partir d'une seule cellule souche hématopoïétique non leucémique de patients 
LAMs. Chez deux patients avec des mutations bi-alléliques de TET2, ils ont mis en évidence que cet 
événement est un changement précoce, car la majorité des cellules souches présentaient une ou les 
deux mutations TET2. À l'inverse, les mutations FLT3 ont uniquement été détectées dans les cellules 
leucémiques. De plus, ces cellules pré-leucémiques  présentant des mutations bi-alléliques TET2 sont 
plus représentées que la population hétérozygote pour TET2, elle-même plus représentée que les 
cellules souches ne présentant pas la mutation TET2. Ces résultats indiquent que la mutation TET2 
pourrait conférer  un avantage compétitif par rapport aux cellules ne portant pas la mutation TET2, et 
conduire à une expansion clonale au cours du temps. 
Ces différents travaux suggèrent que le développement de la leucémie débute dans des cellules 
souches hématopoïétiques qui vont acquérir des mutations dans des gènes impliqués dans divers 
mécanismes de régulation (méthylation de l'ADN, modifications de la chromatine). Il en résulte un 
avantage compétitif par rapport aux cellules ne présentant pas de mutations et une expansion clonale 




pré-leucémiques génèrent des clones hématopoïétiques incluant des progéniteurs et des cellules 
myéloïdes matures et fonctionnelles. Il est envisageable que ce soit dans ces progéniteurs que les 
autres mutations rapportées, telles que celles dans des gènes impliqués dans la prolifératifération et/ou 
dans la différenciation myéloïde, puissent apparaitre afin d'établir la cellule leucémique proprement 
dite.  
ii. Au cours de la rechute 
Ce modèle d'évolution clonale de la leucémie pourrait avoir de fortes implications cliniques, 
par rapport au diagnostic mais également par rapport à la rechute. La leucémie consiste probablement 
en la prédominance d'un clone leucémique avec plusieurs sous-clones minoritaires. Un grand nombre 
de patients atteignent une rémission complète après chimiothérapie d'induction, cependant cette 
rémission est souvent de courte durée et conduit à une rechute. On peut alors se poser des questions 
par rapport au mécanisme d'évolution clonale dans ce contexte de rechute et l'impact des différentes 
mutations recensées : 
Est-ce la résurgence du clone leucémique dominant non éradiqué par la chimiothérapie? 
Est-ce la résurgence d'un clone minoritaire présentant une résistance chimiothérapeutique? 
Est-ce une évolution clonale avec de nouvelles mutations dans un clone leucémique pré-existant? 
Est-ce une évolution clonale avec de nouvelles mutations dans un clone pré-leucémique pré-existant 
générant une rechute au phénotype distinct? 
Afin de répondre à ces questions, plusieurs études ont analysé le génotype des cellules 
leucémiques entre la maladie au diagnostic et à la rechute. Dans le travail de Shlush et al.  
précédemment décrit, les auteurs mettent en évidence la persistance du clone pré-leucémique 
DNMT3A muté après traitement. Ce clone pourrait donc être un réservoir pour la reconstitution de la 
population leucémique après rechute  (Shlush et al., 2014). De plus, les auteurs ont décrit des rechutes 
comme étant la conséquence de la ré-émergence du clone leucémique originel ou l'émergence d'un 
nouveau clone présentant les mêmes mutations. Il n'y a cependant pas de caractérisation de nouvelles 
mutations dans ce travail. De la même manière, Ding et al. ont par exemple montré sur une étude de 8 
cas, que la rechute correspondait à deux voies principales, l'acquisition de nouvelles mutations dans le 
clone à l'origine de la maladie primaire ou dans un sous-clone pré-existant ayant survécu à la 
chimiothérapie (Ding et al., 2012). En effet, les auteurs retrouvent les mutations récurrentes connues 
telles que DNMT3A, FLT3, NPM1, mais également des mutations nouvellement identifiées telles que 
WAC, SMC3, DIS3. Bien que cette évolution et cette acquisition sériée de mutations puissent être 
inhérentes à la cellule leucémique, ces résultats peuvent également mettre en lumière l'induction de ces 




III) Symptômes, Caractérisation et Diagnostic 
L'accumulation d'anomalies génétiques au niveau des différents stades de la différenciation 
myéloïde provoque d'une part un blocage de la différenciation, et d'autre part une prolifération accrue. 
Ceci se produit dans la moelle osseuse au détriment des cellules hématopoïétiques normales. Cette 
insuffisance médullaire entraîne anémie, neutropénie, thrombopénie avec comme conséquences une 
plus grande fatigue, une plus grande susceptibilité aux infections et des hémorragies cutanées et des 
muqueuses (Estey and Döhner, 2006). D'autres symptômes résultent de l'infiltration extramédullaire 
des blastes par le sang vers le foie, la rate, les ganglions ou la peau avec des signes tels que la 
splénomégalie, des lésions cutanées de type nodule ou une hypertrophie gingivale. 
Le diagnostic de LAM nécessite un examen des frottis médullaires et sanguins couplé aux 
études morphologiques, immunophénotypiques, cytogénétiques et moléculaires des blastes myéloïdes. 
L'analyse morphologique est réalisée par des méthodes histologiques. Les cellules blastiques, 
prélevées à partir de la moelle, sont colorées au MGG (May-Grünwald-Giemsa), coloration utilisée 
principalement en hématologie pour distinguer les cellules sanguines et les blastes : ces derniers sont 
caractérisés par une chromatine plus fine et plus granuleuse et un cytoplasme réduit. Pour identifier la 
lignée myéloïde impliquée, des tests cytochimiques sont utilisés, tels que des marquages MPO 
(Myéloperoxidase)(Figure 3), SBB (Noir Soudan), ou aux NSE (Non Specific Esterase). Ces 
caractéristiques permettent une première classification par rapport au FAB. Pour un diagnostic de 
LAM, la proportion de blaste doit être supérieure à 20%. 
 
Figure 3 : Observation de blastes sanguins et de la moelle osseuse au microscope à fond clair 




L'immunophénotypage par cytométrie en flux est essentiellement utilisé pour les cas difficiles 
à classer d'un point de vue cytologique, en analysant des marqueurs spécifiques (Cf Tableau 1). Ceci 
permet d'établir un diagnostic pour les LAMs avec différenciation minimale, les LAMs 
mégacaryocytaires et les leucémies aiguës pour lesquelles il y a une ambiguïté de lignées. 
L'analyse cytogénétique est aujourd'hui indispensable au diagnostic  des  LAMs.  50%  des  
patients présentent  des  anomalies caryotypiques et plusieurs translocations et inversions 
chromosomiques récurrentes qui sont classées dans  la catégorie LAM avec anomalies génétiques 
récurrentes. 
IV) Traitements des LAMs 
Depuis plusieurs décennies, le traitement des LAMs consiste en une combinaison d'agents 
chimiothérapeutiques comme la daunorubicine ou idarubicine (anthracyclines) et de cytarabine (ARA-
C). La thérapie se déroule en deux phases : une phase d'induction et une phase de consolidation. Le but 
de la phase d'induction est d'atteindre une rémission complète avec moins de 5% de blastes dans la 
moelle, un taux de neutrophiles supérieur à 1000/mm3 et un taux de plaquettes supérieur à 100 
000/mm3 (Tallman, 2005). Pour les patients jeunes atteints de LAM, le taux de rémission complète est 
d'environ 75%, mais pour les patients de plus de 60 ans, le taux de rémission complète est de 40 à 
65%, avec 85% de rechutes dans les 3 ans (Scholl et al., 2009)(Erba, 2010). Dans de nombreux cas, la 
phase d'induction ne suffit pas et conduit à une rechute. C'est pourquoi une phase de consolidation est 
appliquée afin de permettre de diminuer le nombre de ces rechutes. La meilleure réponse des patients 
jeunes est en partie due à une meilleure tolérance à la thérapie et à la présence chez ces patients de 
moins de facteurs de risque. En 2009, Rao et al. ont montré une activation plus élevée des voies 
oncogéniques RAS, SRC et TNF (tumor Necrosis Factor) chez les patients âgés, pouvant contribuer à 
une survie moins élevée et à une plus grande résistance aux traitements (Rao et al., 2009). 
a. Phase d'induction 
Le traitement d'induction consiste en 3 jours d'anthracycline (anthracenedione mitoxantrone, 
10-12 mg/m2 ou daunorubicine au moins 60mg/m2 ou idarubicine 10-12 mg/m2) et 7 jours de  
cytarabine en intraveineuse, 100-200 mg/m2. Des doses plus importantes de cytarabine peuvent être 
utilisées pour augmenter le temps de survie sans rechute, mais elles n'augmentent pas le taux de 
rémission complète et de survie globale. Un troisième agent peut être ajouté comme l'étoposide ou la 






b. Phase de consolidation 
La phase de consolidation précoce de la rémission complète obtenue après chimiothérapie 
d’induction consiste habituellement en une utilisation de cytarabine à forte dose pouvant être associée 
à une anthracycline. Plusieurs types de stratégies peuvent être appliqués pour prévenir la rechute : 
plusieurs cycles de chimiothérapie intensive ou une chimiothérapie suivie d'allogreffe ou d'autogreffe 
de  cellules souches hématopoïétiques. 
La chimiothérapie intensive repose essentiellement sur de hautes doses de cytarabine. Le 
nombre de cycles de traitement, la dose appropriée, le calendrier d'administration ainsi que l'intérêt de 
combinaison entre plusieurs agents restent à déterminer. 
Dans le cas de la greffe de cellules souches hématopoïétiques, plusieurs études ont évalué 
l'intérêt de l'autogreffe, mais bien qu'elle soit associée à un effet anti-leucémique, elle n'améliore pas la 
survie globale. La greffe à partir d'un parent compatible est utilisée depuis presque 30 ans, cependant 
l'agressivité du traitement et les risques de réaction du greffon contre l'hôte conduisent à un débat 
quant à savoir quel bénéfice le patient en tire par rapport à la survie globale, (Koreth et al., 2009). La 
décision se fait au cas par cas et porte sur le bénéfice-risque pour le patient au regard de l'agressivité 
de la chimiothérapie nécessaire à la greffe (aplasie importante) et l'efficacité de cette greffe. Dans le 
cas des LAMs avec un pronostic favorable (LAMs avec des anomalies génétiques impliquant le gène 
CBF (Core Binding Factor), LAMs avec mutation NPM1 sans la mutation FLT3-ITD et LAMs avec 
mutations de CEBPα), 3 cycles de cytarabine à haute dose ou plus sont bénéfiques pour les patients et 
la greffe n'est généralement pas envisagée pour atteindre la première rémission. Le choix de stratégie 
de traitement prend donc en compte les facteurs pronostiques associés aux différentes anomalies 
récurrentes de la LAM. Ainsi, les anomalies génétiques récurrentes dans la LAM ont été classées selon 











Groupes pronostiques Caractéristiques 
Favorable t(8;21)(q22;q22); fusion RUNX1-RUNX1T1 
inv(16)(p13.1q22) ou t(16;16)(p13.1;q22); fusion CBFB-MYH11 
Mutation NPM1 sans FLT3-ITD (caryotype normal) 
Mutation CEBPA (caryotype normal) 
Intermédiaire I Mutation NPM1 et FLT3-ITD (caryotype normal)  
NPM1 sauvage et FLT3-ITD (caryotype normal)  
NPM1 sauvage sans FLT3-ITD (caryotype normal) 
Intermédiaire II t(9;11)(p22;q23); fusion MLLT3-MLL  
Anomalies cytogénétiques non classées comme favorables ou 
défavorables 
Défavorable inv(3)(q21q26.2) ou t(3;3)(q21;q26.2); fusion RPN1-EVI1  
t(6;9)(p23;q34); fusion DEK-NUP214 
t(v;11)(v;q23); réarrangement MLL  
-5 ou del(5q); -7; abnl(17p); caryotype complexe (≥ 3 anomalies à 
l’exclusion des anomalies récurrentes de la classification OMS) 
 
Tableau 4 : Classification pronostique des LAMs. 
 
La mise en place de système de classement des LAMs et de leurs pronostics, se fondant sur 
des caractéristiques biologiques et cytogénétiques, mène à une meilleure prise en charge des patients. 
Les LAM-CN représentent la moitié des cas de LAM, et la découverte de mutations récurrentes avec 
des valeurs pronostiques a permis d'affiner plus encore la stratification du risque. La mutation dans le 
gène NPM1 est la mutation la plus fréquente dans les LAMs et plus particulièrement dans les LAM-
CN. Cette mutation est clairement associée à un pronostic favorable en l'absence de la mutation FLT3-
ITD, ce qui lui a valu d'être classée comme une entité provisoire au classement OMS en 2008. 
Cependant, de nombreux patients rechutent après la première rémission et le pronostic des patients 
NPM1 muté reste encore relativement hétérogène. Depuis lors, de nombreuses études tentent de mettre 
à jour les mécanismes moléculaires et cellulaires impliquant NPM1 mutée dans le processus de 
leucémogenèse, afin d'améliorer potentiellement la prise en charge et la réponse aux traitements de ce 









PARTIE II : La nucléophosmine NPM1 
 
I) Généralités 
NPM1 (Nucléophosmin ou Numatrin, ou B23) est le membre de la famille NPM le plus étudié 
et est directement impliqué dans le développement des cancers chez l'homme. La forte prévalence de 
mutations de ce gène dans les LAMs et plus particulièrement dans les LAM-CN en fait un candidat 
d'étude majeur. 
a. Structure 
NPM1 est une protéine ubiquitaire très bien conservée entre les espèces. Chez l'homme, le 
gène fait 24kb contient 12 exons et est situé sur le chromosome 5q35. Cette protéine de 294 acides 
aminés et d'un poids moléculaire de 35 kDa, est caractérisée par une structure et des domaines 
distincts nécessaires à ses fonctions et pour sa localisation cellulaire (Hingorani et al., 2000) (Figure 
7).  
 
Figure 7 : Représentation schématique de la structure de NPM1 (Adapté de Grisendi et al., 2006). 
La région N-Terminale intervient dans l'oligomérisation de NPM1 en pentamère et est 
nécessaire à sa fonction de chaperone de protéine. La région centrale est quant à elle nécessaire à la 
fonction de chaperone d'histone de NPM1. En effet, la région centrale permet l'interaction avec les 
histones H3, H4, H2A et H2B pour réguler la formation des nucléosomes (Okuwaki et al., 2001a). La 




région riche en acides aminés aromatiques. Ces séquences interviennent dans l'interaction entre NPM1 
et les acides nucléiques (Wang et al., 1994),  l'ATP (Chang et al., 1998), l'activité ribonucléase 
(Hingorani et al., 2000) et la localisation nucléolaire (Zirwes et al., 1997). De plus, NPM1 possède 
plusieurs séquences nécessaires à son activité de protéine navette : un signal d'export nucléaire (NES) 
localisé en N-Terminale, un signal de localisation nucléaire (NLS) bipartite localisé dans la région 
centrale et un signal de localisation nucléolaire (NuLS), constitué notamment de deux résidus 
tryptophane essentiels (W288 et W290), localisé dans la partie C-Terminale. 
b. Modifications post-traductionnelles 
La protéine NPM1 peut être soumise à des modifications post-traductionnelles comme la 
phosphorylation, l'acétylation et l'ubiquitylation. La régulation de la phosphorylation de NPM1 n'est 
pas totalement comprise, toutefois nous savons qu'elle peut être modulée par CKII (Casein Kinase II), 
PLK2 (Polo-Like Kinase 2) ou par le complexe cycline E/CDK2 (Cyclin-dependent kinase 2) (Okuda 
et al., 2000). La phosphorylation de NPM1 semble réguler les différentes fonctions de NPM1, son 
oligomérisation, sa localisation nucléaire, son implication dans la progression de la mitose et la 
biogenèse des ribosomes (Negi and Olson, 2006). Cette phosphorylation est notamment nécessaire, 
pour interagir avec les protéines basiques et pour la décondensation de l'ADN (Bañuelos et al., 2003). 
L'acétylation de la protéine conduit à une plus grande affinité de NPM1 pour les histones acétylées 
(Swaminathan et al., 2005). NPM1 peut être également dé-ubiquitinée par l'enzyme USP36 (ubiquitin 
specific peptidase 36), stabilisant NPM1 et augmentant ses fonctions dans le nucléole (Endo et al., 
2009). 
c. Localisation cellulaire 
Bien que NPM1 soit une protéine navette entre le noyau et le cytoplasme, elle est 
majoritairement nucléaire, et plus précisément nucléolaire (Zirwes et al., 1997) (Figure 8). De plus, au 
sein du nucléole, la protéine NPM1 est enrichie au niveau des composants granulaires qui sont 
associés aux particules de maturation pré-ribosomales (Spector et al., 1984). Cependant, une petite 
fraction de NPM1 peut être observée dans le nucléoplasme. De manière intéressante, NPM1 peut être 
également détectée au niveau périchromatinien et au niveau des fuseaux mitotiques au cours de la 
mitose cellulaire (Valdez et al., 1994). Ces différences de localisation cellulaire de NPM1 sont 
essentielles à ses différentes fonctions et les anomalies de localisation de NPM1 pourraient être 





Figure 8 : Localisation nucléolaire de NPM1. Marquage immunofluorescent de NPM1 (vert) dans 
les nucléoles. NPM1 co-localise avec la Fibrillarin (rouge), une protéine nucléolaire (Adapté de 
Holmberg Olausson et al., 2014). 
d. Fonctions 
Ces dernières années, de nombreuses études ont mis en avant l'importance fonctionnelle de 
NPM1 intervenant dans de nombreux mécanismes moléculaires et processus physiologiques 
potentiellement impliqués et dérégulés au cours de la cancérogenèse : la biogenèse des ribosomes, 
l'assemblage des histones, la réparation de l'ADN, la régulation de la transcription, l'apoptose et la 
duplication des centrosomes. 
i. Biogenèse des Ribosomes 
Initialement, NPM1 a été considérée comme une protéine chaperone des ribosomes, ou 
comme un facteur d'assemblage du fait de son association aux particules préribosomales. En effet, 
NPM1 a été décrite comme nécessaire à la maturation des sous-unités ribosomales 60S, et à l'export et 
l'assemblage des ribosomes 80S (Yu et al., 2006) (Figure 9). La mutation du domaine d'export 
nucléaire ou du domaine d'interaction aux acides nucléiques de NPM1 empêche l'export des ribosomes 
vers le cytoplasme, provoquant ainsi une diminution de la croissance cellulaire (Maggi et al., 2008). In 
vitro, NPM1 augmente le clivage des ARNs ribosomaux (ARNr), agit comme une endoribonucléase 
dans la maturation des transcrits ARNr, et la délétion de NPM1 prévient notamment la maturation de 
l'ARNr 28S (Savkur and Olson, 1998)(Itahana et al., 2003). De plus, il semblerait que NPM1 puisse 
inhiber l'activité endoribonucléase médiée par APE1 sur les ARNr (Tell et al., 2010). NPM1 interagit 
également directement avec les protéines ribosomales comme RPL5 (Ribosomal Protein L5), RPL23 
(Ribosomal Protein L23) et RPS9 (Ribosomal Protein S9), confortant donc l'impact de la 
nucléophosmine dans la biogenèse des ribosomes et par conséquent dans la prolifération et la 
croissance cellulaire, fortement perturbées dans les cancers (Lindström and Zhang, 2008)(Wanzel et 





Figure 9 : Représentation schématique de l'impact de NPM1 dans la biogenèse des ribosomes. 
Dans le nucléole, NPM1 interagit avec les particules préribosomales et les transportent du noyau au 
cytoplasme afin de permettre leur maturation en ribosome. 
ii. Chaperone d'histones 
La deuxième grande fonction de NPM1 est de réguler l'assemblage des histones et des 
nucléosomes. Les histones peuvent être divisées en deux catégories, les histones cœurs formant le 
nucléosome, et les linker-histones H1 stabilisant la structure nucléosomes/ADN. Les histones cœurs 
H2A, H2B, H3 et H4 s'associent en dimères H2A/H2AB et tétramères H3/H4 pour former l'octamère 
d'histones autour duquel s'enroule l'ADN pour former le nucléosome (Figure 10).  
 




L'assemblage des nucléosomes est dépendant de protéines chaperones telle que NPM1 qui 
stimule l'assemblage et la déposition/éviction des nucléosomes sur l'ADN, ou encore qui facilite 
l’interaction entre les enzymes de modification des histones et les histones (De Koning et al., 2007). 
Ce processus est dynamique et intervient dans la régulation de l'expression génique, la réplication et la 
réparation de l'ADN. Il a été montré que NPM1 interagissait avec les histones cœurs et les histones 
linker dans le nucléole. Cette association est préférentiellement réalisée avec l'histone H3 et permet 
l'assemblage des nucléosomes, le transfert des nucléosomes sur l'ADN nu et la décondensation de la 
chromatine de sperme in vitro (Namboodiri et al., 2004)(Okuwaki et al., 2001b)(Okuwaki et al., 
2001c) (Figure 11). La délétion de NPM1 dans des lignées cellulaires humaines provoque notamment 
un réarrangement de l'hétérochromatine périnucléolaire (Holmberg Olausson et al., 2014). De plus, il 
semblerait que la modulation des nucléosomes par NPM1 soit dépendante des modifications post-
traductionnelles que subit NPM1. L'acétylation de NPM1 et des histones par p300 conduit à une 
ouverture de la chromatine et à une augmentation de la transcription (Swaminathan et al., 2005). Ces 
fonctions de chaperone d'histones et de transfert des nucléosomes de NPM1 s'avèrent être d'une 
importance fondamentale dans la régulation de différents processus biologiques, comme la réparation 
et le maintien de la stabilité de l'ADN. 
 
Figure 11 : Impact de NPM1 dans la condensation de la chromatine. En présence de NPM1 non 
phosphorylée (inactive) la chromatine de sperme est condensée. En présence de NPM1 phosphorylée 









iii. Duplication des centrosomes 
Au cours de la mitose, NPM1 est détectée au niveau des fuseaux mitotiques et plus 
précisément au niveau des centrosomes non dupliqués en interphase (Zatsepina et al., 1999). Il a été 
observé que la phosphorylation de NPM1 par cdk2/cycline E permettait le détachement de NPM1 du 
centrosome et l'initiation de la duplication, suggérant fortement un rôle direct de NPM1 lors de la 
division cellulaire (Figure 12) (Okuda et al., 2000). Son implication dans la duplication des 
centrosomes semble dépendante d'interactions entre NPM1, NEK2A (NIMA-related kinase 2), 
BRCA2 et ROCK2 et dépendante de la phosphorylation de NPM1 par PLK2 et PLK1 (Wang et al., 
2011a)(Krause and Hoffmann, 2010). L'inhibition de la phosphorylation de NPM1 par PLK2 conduit 
notamment à une diminution de la duplication des centrosomes et à un blocage en phase S des cellules. 
De plus, Foltz et al. ont montré que NPM1 interagissait avec CENPA (Centromere Protein A), une 
histone H3 particulière présente dans des nucléosomes spécifiques des centromères (Foltz et al., 2006). 
Sachant que les centromères sont les régions chromosomiques centrales contrôlant le comportement 
des chromosomes lors de la mitose, il a été suggéré que NPM1 était importante pour le maintien de la 
stabilité génomique lors de la mitose. En effet, les cellules NPM1-/- présentent des anomalies de 
duplication des centrosomes et une augmentation significative de l'instabilité génomique (Grisendi et 
al., 2005). La perte de fonction de NPM1 induit donc un accroissement de la susceptibilité qui mène à 
la transformation oncogénique. 
 
Figure 12 : Représentation schématique des mécanismes potentiels impliquant NPM1 dans la 
duplication des centrosomes. En phase G1 du cycle cellulaire, NPM1 est associée au centrosome non 
dupliqué. La phosphorylation de NPM1 induite par cdk2/cycline E permet le détachement de NPM1 et 
la duplication des centrosomes. Au cours de la phase G2 du cycle cellulaire, NEK2A redirige NPM1 
vers les centrosomes dupliqués et permet la mise en place des fuseaux mitotiques (potentiellement via 





iv. Réparation de l'ADN 
L'impact de NPM1 sur la stabilité et le maintien de l'intégrité génomique a également été 
associé à la réparation de l'ADN. En cas de dommages à l'ADN induits par radiations ionisantes, 
NPM1 est surexprimée et délocalisée du nucléole vers la chromatine (Lee et al., 2005) et un pool de 
NPM1 phosphorylées est recruté au niveau des sites de cassures (Koike et al., 2010). Il a été montré 
par Wu et al. que l'irradiation aux UV de fibroblastes murins NIH 3T3 induisait une surexpression 
rapide de NPM1 (Wu et al., 2002). De plus, ces auteurs ont également montré que cette surexpression 
de NPM1 in vitro était associée à une augmentation de la réparation des dommages à l'ADN de type 
NER (Nucleotide Excision Repair) et à l'inhibition de la mort cellulaire induite par les UV. Ainsi, il a 
été suggéré que NPM1 pourrait agir comme chaperone des histones intervenant dans la réparation de 
ce type de cassures. Colombo et al. ont par ailleurs mis en évidence dans un modèle murin de knock-
out de NPM1 que les cellules NPM1-/- présentaient une augmentation de la phosphorylation de 
l'histone H2AFX, une cible des kinases ATM (Ataxia Telengiectasia Mutated) et ATR (Ataxia 
Telengiectasia RAD3 related) intervenant dans la réparation de l'ADN (Colombo et al., 2005). 
L'augmentation de la phosphorylation de cette histone spécifique dans ce modèle d'étude a également 
été associée à l'augmentation de la formation de foci de réparation de l'ADN H2AFX et ATM 
positives (Wu et al., 2002). 
v. Régulation de la transcription 
NPM1 peut indirectement influencer la transcription via son activité sur les histones mais 
NPM1 est également impliquée directement dans la régulation de la transcription. Tout d'abord, NPM1 
peut interagir avec des facteurs de transcriptions tel que YY1 (Yin Yang 1), IRF1 (interferon 
regulatory factor-1), p53, NF-κB ou MYC, et agir comme un corépresseur ou co-activateur 
transcriptionnel sur les promoteurs des gènes cibles (Li et al., 2008). NPM1 peut par exemple interagir 
avec le facteur de transcription AP2α et agir comme un corépresseur de la transcription en recrutant 
des histones déacétylases (Liu et al., 2007). De plus, NPM1 peut interagir et inhiber HEXIM1 
(hexamethylene bis-acetamide inducible 1), un régulateur négatif de la transcription par l'ARN 
polymérase II (ARN pol II) (Gurumurthy et al., 2008). Enfin, NPM1 est impliquée dans la régulation 
de la transcription des ARNr effectuée par l'ARN polymérase de type I dans le nucléole, en recrutant 
le facteur de transcription spécifique de ce type de transcription TAF(I)48 (TATA box binding protein 







vi. Régulation de l'apoptose 
Les différents mécanismes moléculaires dans lesquels est impliquée NPM1 ont des 
conséquences sur la prolifération cellulaire (biogenèse des ribosomes, régulation de facteurs de 
transcription clés…) mais aussi sur le processus d'apoptose. NPM1 semble avoir un rôle double dans 
la régulation de l'apoptose comme un acteur pro ou anti-apoptotique, suivant le contexte cellulaire et 
son niveau d'expression. 
Il a pu être observé que le niveau d'expression de NPM1 diminuait dans les cellules sortant du 
cycle ainsi que dans les cellules s'engageant dans l'apoptose (You et al., 1999). La surexpression de 
NPM1 induite dans la lignée LAM HL-60 diminue la sensibilité des cellules à l'apoptose, et à l'inverse 
les cellules NPM1 déficientes sont moins résistantes à l'apoptose. De manière intéressante, l'inhibition 
de  fonction de navette noyau/cytoplasme de NPM1 conduit également à une plus grande sensibilité à 
l'apoptose (Hsu and Yung, 2000)(Brady et al., 2004). L'induction de l'apoptose par irradiations aux 
UV de cellules fibroblastiques dans lesquelles NPM1 est surexprimée, a mis en évidence que la 
résistance à l'apoptose est provoquée par une réduction de l'activité de IRF1 (Interferon regulatory 
factor 1) induite par NPM1. IRF1 est notamment un facteur de transcription tumeur suppresseur 
impliqué dans l'apoptose induite après dommages à l'ADN, et dans l'arrêt du cycle cellulaire (Kondo et 
al., 1997). De plus, NPM1 peut également former dans le noyau un complexe avec PIP 
(Phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate) en réponse à des facteurs anti-apoptotiques. En effet, 
NPM1 est un effecteur en aval de la voie PI3 Kinases en fonctionnant comme un récepteur à PIP, pour 
moduler l'effet anti-apoptotique de NGF (Nerve Growth Factor) en inhibant la fragmentation de l'ADN 
par CAD (Caspase-activated DNase) (Ahn et al., 2005). 
D'autres études ont montré un effet opposé de NPM1 dans la régulation de l'apoptose, plus 
particulièrement via ARF et p53. ARF est une protéine nucléolaire qui est impliquée dans le 
déclenchement de l'arrêt du cycle cellulaire et du programme d'apoptose en réponse à des signaux 
apoptotiques. Dans ce contexte, ARF inhibe le régulateur négatif de p53, MDM2, en le délocalisant 
dans le nucléole, ce qui stabilise p53 et permet la réponse transcriptionnelle adaptée. Il a été montré 
que la surexpression de NPM1 augmentait significativement la stabilité d'ARF, alors que l'inhibition 
de NPM1 déstabilise ARF (Kuo et al., 2004). En cas de stress cellulaire, NPM1 peut directement 
inhiber MDM2, augmentant in fine la stabilité de p53 (Figure 13). De manière intéressante, ARF peut 
également réguler l'activité de NPM1. En effet, la surexpression de ARF  bloque l'activité de navette 
de NPM1, augmente la dégradation de NPM1 et en définitive réduit la maturation des ribosomes 





Figure 13 : Représentation schématique du mécanisme de régulation de NPM1 sur la voie 
ARF/p53. En condition normale, MDM2 interagit avec p53 dans le noyau et conduit à sa dégradation. 
NPM1 interagit peu avec ARF et ne le stabilise pas. En condition de stress, NPM1 stabilise ARF et ce-
dernier délocalise MDM2 dans le nucléole, stabilisant p53. 
Ainsi, il apparait que NPM1 remplit des fonctions essentielles dans le contrôle de la 
croissance, le maintien de la stabilité génomique et la modulation de la réponse apoptotique. Ses 
fonctions sont principalement dépendantes de son activité de chaperone d'histones, de ses interactions 
avec de nombreux partenaires protéiques, de l'activation de programmes transcriptomiques 
spécifiques, et de sa localisation cellulaire. La perte de fonction de NPM1 ou la dérégulation de son 
expression conduisent potentiellement à un fort pouvoir transformant. 
II) NPM1 dans les cancers 
NPM1 est fréquemment impliquée dans les cancers, soit par le biais de la dérégulation de son 
expression, soit par le biais de mutations. Selon le contexte cellulaire, NPM1 peut agir en tant 
qu'oncogène ou en tant que suppresseur de tumeur. 
a. NPM1 en tant qu'oncogène 
On observe des surexpressions de NPM1 dans différents cancers solides tels que le cancer du 
foie, de la prostate, du côlon ou le carcinome ovarien. La surexpression de NPM1 dans les cellules 
tumorales est corrélée à des caractéristiques de transformation néoplasique telles que l'augmentation 
de la prolifération et l'inhibition de l'apoptose.  
L'impact de NPM1 dans la prolifération cancéreuse semblerait dépendre de ses fonctions dans 
la biogenèse des ribosomes, de la réparation de l'ADN et de la duplication des centrosomes. En effet, 




l'expression de NPM1 ainsi que la machinerie de synthèse protéique (Boon et al., 2001). De plus, il a 
été montré que l'inhibition de NPM1 par ARN interférence dans la lignée cellulaire Hela, retardait la 
progression du cycle cellulaire et l'entrée en mitose des cellules, potentiellement par sa fonction dans 
la régulation des fuseaux mitotiques (Jiang and Yung, 1999).  
La capacité de NPM1 à inhiber l'apoptose pourrait jouer un rôle important dans le 
développement des tumeurs. En effet, la surexpression de NPM1 dans la lignée fibroblastique murine 
NIH 3T3 conduit à une transformation maligne de ces cellules (Kondo et al., 1997). Les auteurs de ce 
travail ont suggéré que cet effet transformant serait notamment la conséquence de l'inhibition de 
l'activité de IRF1 par NPM1. Par ailleurs, la croissance des cellules cancéreuses est dépendante de la 
réponse à l'hypoxie au cours de la progression tumorale. Li et al. ont montré que la surexpression de 
NPM1 protégeait les cellules de la mort cellulaire induite par l'hypoxie, en inhibant l'activité de p53 
(Li et al., 2004). En effet, la surexpression de NPM1 dans différentes lignées cancéreuses humaines en 
condition hypoxique provoque une augmentation de la survie cellulaire et une inhibition de voies pro-
apoptotiques. De manière intéressante, cet effet n'est pas observé dans les lignées p53 négatives 
surexprimant NPM1, suggérant que l'effet anti-apoptotique de NPM1 est dépendant de sa capacité à 
inhiber p53. 
 
Figure 14 : Résumé schématique des conséquences de la surexpression de NPM1 dans les 
cancers. La surexpression de NPM1 peut conduire à l'augmentation de la croissance cellulaire et de la 
prolifération, via une hyperactivité de la machinerie des ribosomes et l'impact de NPM1 dans la 
progression du cycle cellulaire. La surexpression de NPM1 peut conduire également à l'inhibition de 
l'apoptose et à l'augmentation de la survie en réprimant l'activité de IRF1, p53 et CAD. 
b. NPM1 en tant que tumeur suppresseur 
À l'inverse des cancers solides, on observe une perte de fonction de NPM1 dans les 
hémopathies malignes, par le biais de translocations chromosomiques, de délétions ou de mutations. 
Les lymphomes anaplasiques à grandes cellules (LAGC) peuvent présenter des fusions NPM-ALK 




NPM1-RARα, et les LAMs peuvent présenter des fusions NPM-MLF1 (Myeloid Leukemia Factor 1) 
(Figure 15) (Naoe et al., 2006). La contribution de NPM1, dans le cas de ces translocations, semble 
être d'activer le potentiel oncogénique de ses partenaires en étant une interface de dimérisation. Il a été 
montré que la capacité de transformation de la protéine de fusion NPM-ALK ne dépendait que de sa 
capacité à former des oligomères par le biais de NPM1. En effet, différentes protéines mutantes 
NPM1-ALK, incapables de se dimériser, ont été décrites comme non tumorigéniques (Bischof et al., 
1997). Il a également été mis en évidence que les syndromes myélodysplasiques pouvaient présenter 
des délétions 5q (contenant NPM1). Le rôle tumeur suppresseur de NPM1 a notamment été mis en 
évidence dans des modèles murins de knock-out de NPM1. La délétion de NPM1 chez la souris a 
montré que NPM1 était nécessaire au maintien de l'intégrité de l'ADN. En effet, les souris NPM1 
haploinsuffisantes développent des pathologies similaires aux myélodysplasies, avec une instabilité 
génomique (aneuploïdie), une augmentation du nombre de centrosomes et une augmentation de 
l'activation des points de contrôle des dommages à l'ADN (Grisendi et al., 2005). Mais en 2005, Falini 
et al. ont mis en évidence une nouvelle mutation de NPM1 présente dans 55% des LAM-CN (Falini et 
al., 2005). 
 
Figure 15 : Domaines structuraux et fonctionnels de NPM1 sauvage et mutante dans différentes 
hémopathies malignes. NPM1 sauvage présente différents motifs nécessaires à sa fonction et sa 
localisation (Cf Partie II, Chapitre I et sous chapitre a. "Structure"). La fusion NPM-ALK est 
constituée du domaine d'oligomérisation de NPM1 et du domaine tyrosine kinase de ALK. La fusion 
NPM1-RARα est constituée du domaine d'oligomérisation de NPM1 et des domaines de dimérisation 
et d'interaction avec l'ADN et les ligands de RARα. La fusion NPM-MLF1 est consituée du domaine 
de dimérisation et d'une partie de la région centrale de NPM1 et de la protéine complète MLF1. NPM1 
muté dans les LAMs consiste en une insertion de 4 nt décalant le cadre de lecture et conduisant à la 





III) La mutation NPM1 dans les LAMs 
La mutation du gène NPM1 est la mutation la plus récurrente dans les LAM-CN (Marcucci et 
al., 2011). On dénombre une quarantaine de mutations, toujours hétérozygotes, dont 3 mutations 
présentent dans 90% des LAMs NPM1 muté. Mis à part quelques rares mutations dans les exons 9 et 
11, les mutations sont majoritairement des insertions de 4 nt dans l'exon 12, décalant le cadre de 
lecture pour coder une protéine NPM1 différente sur les 7 derniers résidus (Figure 16).  
 
Figure 16 : Mutations NPM1 dans les LAMs. A. Séquences des 3 mutations par insertion dans 
l'exon 12 de NPM1 les plus fréquentes dans les LAMs. B. Impact de ces mutations au niveau 
protéique. Il y a une perte des tryptophanes en position 288 et 290 et du signal de localisation 
nucléolaire, ainsi que la création d'un nouveau signal d'export nucléaire (Adapté de Falini et al., 2007). 
La mutation principale, la mutation A, consiste en une insertion TCTG en position 959 du 
gène. Toutes les mutations conduisent à la perte d'au moins un des deux résidus tryptophanes 288 et 
290 nécessaires à la localisation nucléolaire, et à la création d'un nouveau signal d'export nucléaire 
dans la partie N-Terminale de la protéine (Falini et al., 2006a) (Figure 16). La conséquence de cette 
mutation est la délocalisation du nucléole vers le cytoplasme de NPM1 mutée via le complexe Ram-
Crm1 (Figure 17) (Falini et al., 2005). En effet, l'inhibition de Crm1 dans la lignée LAM OCI-AML3 
contenant la mutation A de NPM1, conduit à un blocage de NPM1 mutée dans le nucléoplasme (Falini 
et al., 2006b). De plus, NPM1 mutée conserve ses domaines d'oligomérisation conduisant à la 
formation d'hétérodimères NPM1 mutée/NPM1 sauvage. Ainsi, une grande proportion de NPM1 
sauvage est également délocalisée dans le cytoplasme, provoquant une "perte de fonction" de NPM1 





Figure 17 : Analyse par immunofluorescence de la localisation cellulaire de NPM1 dans des 
fibroblastes murins NIH3T3 transfectés avec NPM1 sauvage ou muté couplé à eGFP. A. La 
protéine NPM1 sauvage (vert) s'accumule et est localisée au niveau nucléolaire. B. La protéine NPM1 
mutante (vert) est délocalisée du nucléole vers le cytoplasme. Les noyaux sont colorés à l'iodure de 
propidium (rouge). (Adapté de Falini et al., 2007). 
La mutation NPM1 est associée à des caractéristiques phénotypiques, biologiques et 
transcriptomiques précises comme l'augmentation du pourcentage de blastes dans la moelle, de lactate 
déshydrogénase dans le sérum et du nombre de leucocytes. Typiquement, les blastes des LAMs NPM1 
muté expriment fortement le marqueur CD33 mais pas le CD34, et sont ainsi d'un phénotype myéloïde 
plutôt différencié. En effet, la majorité des LAMs NPM1 muté présente un FAB de type M4 voire M5. 
D'un point de vue clinique, ces mutations sont associées à un meilleur pronostic (Schlenk et al., 2008), 
plus particulièrement en absence de mutation FLT3-ITD. Ainsi, le génotype NPM1 muté/FLT3 non 
muté dans les LAM-CN a été ajouté dans la catégorie de risque favorable (Döhner et al., 2010). 
Cependant, il ne semblerait pas qu'il y ait de différence en terme de pronostic clinique entre les 
différentes mutations affectant NPM1 dans les LAMs (Pastore et al., 2014) (Figure 18).  
 
Figure 18 : Figure 18 : Impact des mutations du gène NPM1 en association avec FLT3-ITD dans 
la LAM sur la survie globale des patients. Il n'y a pas de différence sur la survie entre les mutations 
majoritaires (NPM1-A) et les mutations rares (NPM1-RA) de NPM1, en présence ou absence de 




Comme les mutations de NPM1 sont stables au cours de la maladie, elles sont d'excellents marqueurs 
pour suivre la maladie résiduelle. En effet, plusieurs études ont montré l'intérêt d'évaluer l'évolution de 
l'expression de NPM1 muté par RT-qPCR chez les patients après rémission, et Schnittger et al. ont 
montré que ce niveau d'expression était clairement associé au pronostic des patients, notamment de la 
rechute (Schnittger et al., 2009). 
D'un point de vue transcriptomique, il a été décrit de nombreuses signatures associées 
spécifiquement à la présence de NPM1 muté dans les LAMs. On peut citer la surexpression des gènes 
HOX, MEIS1, PBX3 (pre-B-cell leukemia homeobox 3) (Mullighan et al., 2007)(Verhaak et al., 2005), 
la surexpression de miR-10a et b, miR-29a, b et c, ainsi que la sous expression du miR-204 (ciblant 
HOXA10 et MEIS1) et miR-128a (Garzon et al., 2008). Très récemment, Garzon et al. ont également 
mis en évidence des profils d'expression de lncRNAs particuliers associés à différentes mutations dont 
NPM1 (Garzon et al., 2014).  
L'ensemble de ces caractéristiques a conduit à considérer les LAMs NPM1 muté comme des 
entités particulières, d'où leur inclusion dans le classement OMS de 2008 en tant qu'entité provisoire. 
D'un point de vue mécanistique, le mode d'action de NPM1 mutée dans la leucémogenèse n'est 
pas clairement défini. Leong et al. ont mis en évidence que NPM1 mutée exerçait un effet anti-
apoptotique et inhibait la différenciation myéloïde en transduisant NPM1 muté dans des cellules 
humaines CD34+ de sang de cordon (Leong et al., 2010). A l'inverse, l'inhibition de NPM1 mutée par 
l'utilisation de la Deguelin (une drogue ciblant NPM1 mutée) ou par ARN interférence dans la lignée 
LAM OCI AML3, restaure la capacité de différenciation des cellules hématopoïétiques et la sensibilité 
à l'apoptose (Yi et al., 2015a). Le changement de localisation de NPM1 du noyau au cytoplasme 
semble être l'élément clé de la transformation tumorale dans les LAMs NPM1 muté. Mais savoir si les 
effets observés sont la conséquence d'un gain de fonction de NPM1 mutée dans le cytoplasme et/ou 
l'haploinsuffisance de NPM1 sauvage dans le noyau, reste à déterminer. On peut supposer que la 
délocalisation de NPM1 dans le cytoplasme conduit également à la délocalisation de ses nombreux 
partenaires (ARF, HEXIM1, APEX1, NF-κB, etc…). En effet, la transfection de NPM1 muté dans la 
lignée NIH 3T3 conduit à une délocalisation de NPM1 mutée, NPM1 sauvage et ARF du noyau au 
cytoplasme  (Figure 19) (Bolli et al., 2009). Par ailleurs, l'utilisation de différents modèles murins a 
permis de mieux comprendre le rôle oncogénique de NPM1 mutée. Les modèles de knock-in murin 
avec NPM1 muté humain (la forme la plus représentée mutation A) conduisent à l'apparition de lésions 
initiatrices de LAM, à une surexpression des gènes HOX,  et un tiers des souris développent 





Figure 19 : Impact de NPM1 mutée sur la voie ARF/p53. Dans les cellules normales, NPM1 est 
localisée dans le nucléole et est requise pour la stabilité d’ARF. En condition de stress, ARF peut 
inactiver MDM2 conduisant à la diminution de la dégradation de p53. Dans les blastes LAM NPM1 
muté, NPM1 mutée délocalise ARF dans le cytoplasme où ARF sera dégradée. Par conséquent, 
MDM2 peut induire la réaction d'ubiquitination et la dégradation de p53 même en cas de stress 
cellulaire. 
La plupart des mécanismes oncogéniques décrits se fondent sur la capacité de NPM1 à 
interagir avec des partenaires intervenant dans le contrôle de la prolifération et de l'apoptose. 
Cependant, les autres fonctions de NPM1 telles que la biogenèse des ribosomes, la duplication des 
centrosomes et son activité de chaperone d'histones, n'ont à ce jour jamais été décrites dans le 
processus de leucémogenèse. De plus, on ne peut pas exclure l'intervention d'autres partenaires non 









PARTIE III : Les longs ARNs non codants ou lncRNAs 
 
I) Historique de la "matière noire" du génome 
Il y a maintenant une cinquantaine d'années que Jacob et Monod ont établi le rôle central de la 
molécule d'ARN en tant qu'ARN messager, intermédiaire entre l'ADN et la protéine (Jacob and 
Monod, 1961). Depuis, plusieurs études ont mis en avant la présence d'ARNs non codants composant 
une portion importante du transcriptome total (Weinberg and Penman, 1968)(Paul and Duerksen, 
1975)(Salditt-Georgieff and Darnell, 1982). Une partie de ces ARNs non codants est expliquée par la 
forte présence d'ARNs non codants impliqués dans la machinerie de traduction et sa régulation (ARNr, 
ARNt, RNase P, SRP-7S ARNs). La plupart des chercheurs ont alors supposé que le reste des ARNs 
non traduits n'avaient pas de fonction et constituaient uniquement un "bruit de fond" génomique. A 
partir des années 90, ces séquences non codantes ont peu à peu été associées par des chercheurs tels 
que John Mattick à de potentiels rôles régulateurs dans le processus d'évolution et dans le 
développement (Mattick, 1994).  Mais les progrès plus récents en termes de séquençage haut débit, 
l'automatisation du séquençage Sanger pour la cartographie des ESTs dans les années 90 (Schuler et 
al., 1996), l'avènement des Microarrays et bien évidemment l'explosion du RNA-sequencing lors de la 
dernière décennie, ont montré que 70 à 90% du génome était transcrit (Birney, 2007)(Carninci et al., 
2005)(Kapranov et al., 2005) et était majoritairement  non codant (Djebali et al., 2012).  
Certaines classes d'ARNs non codants sont bien caractérisées moléculairement et 
fonctionnellement comme les ARNr, les ARNt, les snARNs, les snoARNs, et plus récemment les 
microARNs. De manière tout à fait intéressante, la communauté scientifique a pu mettre en évidence 
que la majorité des ARNs non codants était constituée d'ARNs relativement longs et structuralement 
très hétérogènes, appelés longs ARNs non codants ou lncRNAs. Ces ARNs sont définis de manière 
arbitraire comme des ARNs de plus de 200nt et n'ayant à priori aucun potentiel codant. Ce seuil de 
200nt permet essentiellement de faire la distinction avec les autres classes d'ARNs non codants 
généralement en deçà de ce seuil (microARNs, snARNs, etc…). Bien qu'ils constituent la plus grande 
part du transcriptome, cela n'est en aucun cas une preuve suffisante démontrant leur fonctionnalité 
biologique. L'argument mis en avant pour justifier une transcription massive de lncRNAs non 
fonctionnels est que celle-ci pourrait résulter de l'imperfection de la machinerie de transcription. En 
effet, l'ARN polymérase II ( ARN pol II) peut initier une transcription non spécifique chez les 
eucaryotes conduisant à 90% de "bruit génomique" (Struhl, 2007). De plus, il semblerait que la 
transcription puisse être bidirectionnelle à partir du promoteur, ou dépasser le transcrit "légitime" pour 




Mais ce "bruit" est constitué d'exemples de plus en plus nombreux de lncRNAs ayant un 
impact fonctionnel. Les premiers à avoir été décrits étaient les lncRNAs H19, impliqué dans 
l'embryogenèse en 1990 (Brannan et al., 1990), et XIST (X-inactive specific transcript), impliqué dans 
l'inactivation du chromosome X en 1992 (Brown et al., 1992). Depuis lors, la quantité de lncRNAs 
annotés chez l'homme a considérablement augmenté grâce, aux nouvelles technologies de séquençage 
(notamment les protocoles brin-spécifique à partir de 2008), le séquençage du génome humain en 
2000, ainsi qu'au projet ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements). Mais le nombre de lncRNA 
annotés est variable selon les études et les bases de données utilisées (Harrow et al., 2006). A l'heure 
actuelle, on dénombre chez l'homme plus de 55 000 gènes transcrits en plus de 95 000 lncRNAs selon 
la base de données NONCODE V4.0 (Xie et al., 2014), la grande majorité de ces lncRNAs restant 
encore très peu décrite et caractérisée. 
II) Structure et conservation des lncRNAs 
a. Structure des lncRNAs 
i. Généralités 
Comme cité précédemment, les lncRNAs sont définis comme des ARNs d'une longueur 
supérieure à 200nt et n'ayant pas de potentiel codant. Mis à part ces caractéristiques, il n'y a pour 
l'heure aucun archétype commun ou séquence consensus permettant de classifier les lncRNAs. Il 
semble donc qu'ils constituent un groupe très hétérogène d'ARNs sur le plan structural. Par ailleurs, il 
n'y a globalement pas non plus de différence majeure entre les lncRNAs et leurs pendants codants 
puisque les lncRNAs peuvent être cappés, polyadénylés, épissés, édités, multi-exoniques et soumis 
aux mêmes régulations transcriptionnelles et post-transcriptionnelles que les ARNm. Il a aussi été 
observé des similarités entre les lncRNAs et les 3'UTR (Untranslated Region) des ARNm en terme de 
séquence (Pourcentage GC faible) et de structure secondaire (structures moins stables par rapport aux 
ORFs et aux 5'UTR des ARNm) (Niazi and Valadkhan, 2012). 
Cependant, quelques différences sont à noter : 
Avec un panel de plus de 8000 lncRNAs, Cabili et al. ont pu montrer qu'en moyenne un 
lncRNA était plus petit et possédait moins d'exons qu'un mRNA (Cabili et al., 2011), même si certains 
macroARNs dépassent les 200k nt comme le lncRNA XACT (X Active Coating Transcript) (Vallot et 
al., 2013) (Figure 20). Cette étude a également mis en évidence une tendance des lncRNAs à contenir 
en moyenne 2 exons et à être soumis à au moins un épissage alternatif. Ces résultats ont été confirmés 
par une étude en 2012 sur le catalogue GENCODE  montrant que 42% des lncRNAs présentent 2 
exons alors que seulement 6% des ARNm présentent 2 exons (les ARNm présentant généralement 




soient plus longs que ceux des ARNm. Les auteurs de ce travail ont également montré que 98% des 
lncRNAs pourraient être épissés et que plus de 25% des lncRNAs présenteraient un épissage alternatif 
avec au moins 2 isoformes. En effet, la majorité des introns sont flanqués des sites canoniques 
d'épissage (GT/AG). Le lncRNA PCBP1-AS1 (Poly(rC) binding protein 1-Anti Sens 1) par exemple 
présente jusqu'à 40 isoformes. Cette analyse a également mis en évidence que 39% des lncRNAs 
contenaient au moins 1 des 6 motifs poly(A) communs alors que 51% des ARNm contenaient ces 
motifs. Il semblerait ainsi qu'une grande proportion des lncRNAs soit transcrite par l'ARN pol II, bien 
qu'il ait été montré que la transcription de certains lncRNAs pouvait dépendre de l'ARN pol III 
(Pagano et al., 2007) ou encore de l'ARN pol I, comme les IGS RNAs (Intergenic Spacer RNAs) situés 
dans les régions de gènes ribosomaux (Jacob et al., 2012). Les demi-vies sont également très variables 
(de 30min à 16h) et fortement dépendantes de la localisation cellulaire des lncRNAs. De plus, la 
stabilité des lncRNAs paraît être en moyenne légèrement inférieure à celle des ARNm (Clark et al., 
2012). 
 
Figure 20 : Représentation de XACT sur le chromosome X par rapport au lncRNA XIST. Les 
données RNA-seq présentent une transcription continue sur plus de 250kb (Adapté de Vallot et 
al., 2013). 
Comme pour les protéines, la structure d'un ARN se distingue en 3 catégories d'organisation : 
primaire, secondaire et tertiaire.  
ii. Structure primaire 
La structure primaire fait référence à la séquence de l'acide nucléique. Il n'y pas de différence 
majeure entre les lncRNAs et les ARNm du point de vue de la séquence hormis l'absence d'ORF. 
Cependant, des lncRNAs aux séquences particulières ont été récemment mis en évidence : ce sont des 
lncRNAs introniques situés entre des snoARNs (sno-lncRNAs). L'expression de ces lncRNAs est 




générant un lncRNA. Ce dernier présente les séquences de deux snoARNs à ses extrémités 3' et 5' 
(Yin et al., 2012) (Figure 21). 
 
Figure 21 : Modèle de processing snor-lncRNAs. Les snoARNs sont processés à partir du gène hôte 
mais la séquence interne n’est pas excisée, conduisant en un lncRNA avec des snoARNs aux 
extrémités. Cette structure peut se circulariser ou rester linéaire (Adapté de Yin et al., 2012). 
Une large portion des séquences exoniques des lncRNAs provient d'éléments génétiques 
mobiles, représentant par ailleurs 40% du génome humain. En se basant sur une analyse croisée entre 
des données RNA-seq et GENCODE, Kelley et Rinn ont estimé que 41% des séquences des lncRNAs 
dériveraient d'éléments transposables, et que 83% des lncRNAs contiendraient au moins un fragment 
d'élément transposable (Kelley and Rinn, 2012). Par conséquent, la plupart des transcrits lncRNAs 
contiennent des combinaisons de multiples fragments répétés. Cependant, la forte fréquence de 
séquences répétées et d'éléments transposables au sein de lncRNAs ne semble pas préjudiciable, 
puisqu'il a été décrit dans la littérature plusieurs cas de lncRNAs fonctionnels tout en étant riche en 
séquences répétées (Carrieri et al., 2012). Les régions centromériques sont particulièrement riches en 
séquences répétées et considérées comme des régions ne possédant pas de gènes codants. Il a tout de 
même été mis en évidence que ces régions pouvaient être transcrites, notamment en lncRNAs. En 
effet, il a été récemment montré par Quénet et Dalal l'expression d'un lncRNA en phase G1 du cycle 
cellulaire, qui s'est avérée être nécessaire à l'organisation de la structure chromatinienne par le 






iii. Structure secondaire 
La structure secondaire implique des paires de bases Watson-Crick et des régions non 
appariées, qui sont supposées être la base fonctionnelle des lncRNAs (Wan et al., 2011). Cependant, 
les données de structures secondaires des lncRNAs en relation avec leurs fonctions sont très peu 
décrites. Il a été rapporté par exemple que le lncRNA MALAT1 (metastasis associated lung 
adenocarcinoma transcript 1) pouvait être processé en un ARN plus petit comportant une structure 
ARNt-like (Wilusz et al., 2008) (Figure 22A). Une des études les plus complètes sur la structure 
secondaire d'un lncRNA a été publiée en 2012 sur SRA RNA (Steroid receptor RNA activator) 
(Novikova et al., 2012). Cette étude a révélé une organisation structurale complexe de SRA 
comprenant 4 domaines et plusieurs structures secondaires plus ou moins larges comme des hélices et 
des tiges boucles (Figure 22B). Le lncRNA HOTAIR (HOX Transcript Antisense RNA) semble 
participer à l'échafaudage de complexes protéiques via des motifs structuraux complexes en 5' et 3' 
permettant l'interaction directe avec différentes protéines (Tsai et al., 2010a) (Somarowthu et al., 
2015). La structure des lncRNAs semblerait donc avoir un rôle important pour les interactions avec 
d'autres molécules, comme avec des régulateurs de la chromatine et même avec d'autres acides 
nucléiques (ADN, microARNs, etc…) (Paraskevopoulou et al., 2013). Il existe également des 
lncRNAs se circularisant comme les circRNAs ou ciRNAs (Circular intronic RNAs), pouvant être 
dérégulés dans certaines pathologies et impliqués dans divers processus, comme dans la régulation de 
la transcription et dans la séquestration de microARNs (Memczak et al., 2013)(Qu et al., 2015). 
 
Figure 22 : Structure des lncRNAs. A. Prédiction de structure de mascRNA en feuille de trèfle 
ARNt-like (Adapté de Wilusz et al., 2008). B. Structure complexe de SRA déterminée 
expérimentalement. Ce lncRNA est constitué notamment de 4 domaines distincts et de 25 hélices 




iv. Structure tertiaire et quaternaire 
Il n'y a pour l'heure que très peu de données concernant la structure tertiaire des lncRNAs. Par 
contre, un exemple intéressant de structure quaternaire a été mis en évidence pour le lncRNA NEAT1 
(Nuclear Paraspeckle Assembly Transcript 1). NEAT1 peut former des interactions quaternaires avec 
différentes protéines nécessaires à la formation des fibres appelées  "paraspeckles" dans le noyau, et 
dont la fonction n'est pas totalement déterminée (Naganuma and Hirose, 2013) (Figure 23). Même si la 
structure n'a pas clairement été étudiée, il est peu probable que NEAT1 forme des structures 
semblables aux ribosomes, mais il est suggéré que le lncRNA formerait plutôt des structures proches 
du complexe télomèrase. 
 
Figure 23 : Formation des paraspeckles nucléaires à partir des deux isoformes de NEAT1, 
NEAT1-1 et NEAT1_2 s'associant à différentes protéines (Adapté de Naganuma and Hirose, 2013). 
b. Conservation au cours de l'évolution 
Plusieurs études ont démontré que les exons des lncRNAs présentaient une plus faible 
conservation par rapport à celle des ARNm. Cependant, les lncRNAs présentent une meilleure 
conservation que des séquences aléatoires du génome renforçant leur probable importance 
fonctionnelle (Marques and Ponting, 2009)(Guttman et al., 2009). Ce faible niveau de conservation 
pourrait refléter une adaptabilité plus élevée des lncRNAs au cours de l'évolution, contrairement aux 
séquences codantes sous fortes pressions sélectives.  De plus, les promoteurs des lncRNAs sont en 
moyenne plus conservés que leurs exons et presque autant conservés que ceux des ARNm. L'étude 
menée par Derrien et al. sur le catalogue GENCODE semble confirmer ces observations (Derrien et 
al., 2012). Les auteurs ont également montré qu'environ 30% des lncRNAs étaient primates 




est relativement bien conservée, mais que les séquences ont évolué trop rapidement pour les analyses 
classiques d'homologie. D'autres études ont pu identifier des lncRNAs orthologues très conservés et 
spécifiques du cerveau chez la souris, dans des espèces aussi distantes phylogénétiquement que 
l'opossum ou la poule (Chodroff et al., 2010). De plus Cabili et al. ont identifié 993 lincRNAs sur 
8195 ayant un transcrit orthologue dans d'autres espèces, de la souris au poisson, avec une homologie 
relativement modeste (Cabili et al., 2011). Par ailleurs, certains de ces transcrits chez la souris sont 
annotés comme codants, reflétant soit la présence de petits peptides cryptiques chez l'homme, soit une 
évolution d'un transcrit non codant à partir d'un gène codant. Il existe également une classe particulière 
de  lncRNAs appelés T-UCR (Ultra Conserved Region) qui sont presque parfaitement conservés entre 
les espèces (>95% au sein des mammifères) et plus conservés que les gènes codants (Bejerano et al., 
2004). De manière tout à fait intéressante, les multiples alignements réalisés par Derrien et al. ont 
également mis en évidence une forte conservation de certaines régions des lncRNAs, ce qui pourrait 
signifier une plus forte conservation des structures secondaires potentiellement fonctionnelles (Derrien 
et al., 2012). En effet, des analyses de conservation entre l'homme et la souris ont montré que des 
portions du lncRNA XIST étaient très conservées, suggérant un maintien des domaines fonctionnels de 
XIST à travers l'évolution. A l'inverse, le lncRNA GAS5 est un lncRNA producteur de snoARNs à 
partir de ses introns, et la conservation entre homme et souris est uniquement située au niveau des 
régions contenant les snoARNs, démontrant potentiellement une conservation se limitant à la fonction 
(Smith and Steitz, 1998).  
III) Organisation génomique et classification des lncRNAs 
Etant considérée pour l'heure comme un groupe très hétérogène d'un point de vue structural, la 
classification des lncRNAs est couramment effectuée selon leur position génomique et leur position 
relative à un gène codant (Figure 24). Cette classification n'indique pas nécessairement une 
information quant à la fonction ou à l'origine du lncRNA. On peut donc citer plusieurs catégories 
relatives à un gène codant: 
a. Classification relative à un gène codant 
Le lncRNA intronique, lorsque celui-ci est situé dans l'intron d'un gène codant et transcrit en sens ou 
anti-sens par rapport au gène hôte.  
Le lncRNA sens lorsque celui-ci chevauche partiellement au moins un exon d'un gène codant sur le 
même brin. 
Le lncRNA anti-sens si ce chevauchement se situe sur le brin opposé. Ces lncRNAs sont plus 
couramment appelés NATs pour Natural Anti-sens Transcripts, et il a été rapporté que plus de 70% 




complet ou incomplet et il semblerait que les NATs soient préférentiellement chevauchants en 5' des 
transcrits sens. De manière intéressante, plusieurs exemples de lncRNAs anti-sens à un gène codant 
sont impliqués dans l'empreinte parentale comme KCNQ1OT1 (KCNQ1 overlapping transcript 1) sur 
le locus KCNQ1 (potassium channel, voltage gated KQT-like subfamily Q, member 1) (Kanduri et al., 
2006). La paire ARN sens/anti-sens peut également être composée de deux lncRNAs comme dans le 
cas de XIST/TSIX (Xist Antisens RNA), deux lncRNAs impliqués dans l'inactivation du chromosome 
X (Lee et al., 1999). 
Le lncRNA bidirectionnel lorsque sa transcription est initiée à proximité et dans le sens opposé du 
gène codant voisin. 
Les lncRNAs intergéniques ou lincRNAs qui sont des unités transcriptionnelles uniques situées entre 
2 gènes codants. Un grand nombre de ces derniers ont été identifiés par l'analyse des signatures 
chromatiniennes par ChiP-seq (Chromatin immunoprecipitation-Sequencing). En effet, ces lncRNAs 
présentent des marques épigénétiques correspondant à une transcription active comme H3K4me3 au 
niveau du promoteur, ou H3K36me3 le long du gène transcrit (Guttman et al., 2009). Les lincRNAs 
sont certainement les plus étudiés et décrits des lncRNAs. Ils sont majoritairement transcrits par l'ARN 
pol II, polyadénylés, épissés, et présentent plusieurs isoformes avec une longueur de 1kb en moyenne. 
De plus, une étude se basant sur plus de 8000 lincRNAs a mis en évidence que ces ARNs avaient une 
tendance à être situés à proximité de gènes codants impliqués dans le développement, et à présenter 
une corrélation significative entre leurs expressions et celles des gènes codants voisins (Cabili et al., 
2011). 
 




b. Classification relative à une région génomique 
Il existe deux autres classes de lncRNAs relatives non pas à un gène codant mais à des régions 
régulatrices : les eRNAs (Enhancer RNA) pour les lncRNAs transcrits à partir d'enhancers, et les 
pRNAs (Promoter-Associated Long Non Coding RNAs) ou les PROMPTs (PROMoter uPstream 
Transcripts) pour les lncRNAs transcrits à partir de promoteurs. 
Les eRNAs : Les enhancers sont caractérisés essentiellement par la présence d'une mono-méthylation 
en K4 de l'histone H3 (He et al., 2010). L'association de cette marque avec une acétylation en K27 de 
l'histone H3 est corroborée avec une activité positive de l'enhancer et à l'inverse, l'association de cette 
marque avec la tri-méthylation en K27 de l'histone H3 est corroborée avec l'inactivité de l'enhancer 
(Creyghton et al., 2010). Il a été noté récemment que ces sites présentaient massivement des 
chevauchements avec les sites de transcription de l'ARN polymérase II, suggérant que les enhancers 
pourraient être transcrits en ARNs non codants (De Santa et al., 2010). En 2014, Andersson et al. ont 
publié un atlas sur les eRNAs à partir de données de séquençage haut débit et de ChiP-seq sur un large 
panel de tissus primaires et de lignées cellulaires, conduisant à l'identification de plusieurs milliers de 
eRNAs (Andersson et al., 2014). Cela a permis d'observer que ces ARNs sont en majorité non 
polyadénylés, nucléaires et non épissés. 
Les PROMPTS : les promoteurs peuvent être bidirectionnels. Ainsi la transcription se réalise dans les 
deux sens, produisant l'ARNm et un autre ARN en amont, le PROMPT. Ces ARNs non codants 
partagent les mêmes caractéristiques au niveau du TSS (Transcription Start Site) que le TSS du gène 
codant associé. Il semblerait que leurs transcriptions permettent d'orienter l'ARN polymérase II dans le 
sens de l'ARNm, suite à leur dégradation par l'exosome (Ntini et al., 2013) (Figure 25). 
 
Figure 25 : Mécanisme supposé de transcription des PROMPTs. L'ARN pol II transcrit 
bidirectionnellement à partir du promoteur l'ARNm et les PROMPTs en amont. L'expression de ces 





Les pARNs : une autre classe de lncRNAs moins spécifique est également associée aux promoteurs de 
gènes codants, les pARNs. Ces lncRNAs ont été décrits comme des ARNs présentant une expression 
corrélée avec celle du promoteur, et impliqués dans la modulation de l'expression du gène codant 
associé. En effet, une région riche en îlots CpG du promoteur du gène SPHK1 (sphingosine kinase 1) 
peut être transcrite en un ARN non codant intervenant dans la méthylation et la déméthylation du 
promoteur de SPHK1, régulant ainsi la transcription du gène codant (Imamura et al., 2004). 
c. Autres classes 
Les T-UCRs : dans une classe très spécifique de lncRNAs, on dénombre 481 T-UCRs, associés à des 
régions ultra-conservées. La plupart de ces lncRNAs sont organisés en cluster et il semblerait que ces 
éléments soient soumis à une forte sélection évolutive depuis plus de 400 millions d'années, ce qui 
expliquerait la forte conservation observée du poisson à l'homme. Un tiers de ces T-UCRs est situé 
dans des "déserts génétiques". Une autre portion de ces ARNs est située à proximité de gènes 
impliqués dans le développement, ce qui pourrait expliquer leur forte conservation. Par contre, la 
majorité des T-UCRs sont à cheval sur des exons, dans les introns ou à proximité de gènes codants 
impliqués dans divers processus, comme la régulation de l'épissage et de la transcription (Bejerano et 
al., 2004).  
Les pseudogènes : la dernière classe relativement particulière de longs ARNs non codants est issue 
des pseudogènes. Ils sont considérés comme des gènes ancestraux ayant perdu leur potentiel codant 
par succession de mutations (Balakirev and Ayala, 2003). La plupart de ces gènes sont le produit de 
duplications en tandem de gènes ou de rétro-transpositions, conduisant à un certain nombre de copies 
de gènes surnuméraires qui ne sont plus sous de fortes pressions de sélection. Cependant, une petite 
portion de ces gènes non codants "morts" peut être transcrite. On considère aujourd'hui que ces 
pseudogènes sont soit en voie de complète extinction (Harrison et al., 2005), soit qu'ils resurgissent en 
acquérant de nouvelles fonctions par un mécanisme encore inconnu (Bekpen et al., 2009). On suppose 
par exemple que le lncRNA XIST a évolué à partir de la pseudogénisation du gène codant LNX3 et par 
l'intégration de séquences répétées transposables (Elisaphenko et al., 2008). 
IV) Expression et localisation 
a. Généralités 
L'expression des lncRNAs est soumise aux mêmes conditions que les ARNm, c’est-à-dire 
dépendante de facteurs transcriptionnels et épigénétiques. Une analyse à grande échelle a montré que 
les marques de modifications post-traductionnelles des histones (H3K4me3, H3K9me3, H3K27me3 et 
H3K36me3) et leur distribution corrélaient avec l'expression de ces lncRNAs, de la même manière que 




lncRNAs étaient plus méthylés que ceux des ARNm. De manière intéressante, la méthylation de 
l'ADN au niveau des TSS ne semble pas intervenir sur l'expression du lncRNA, contrairement aux 
ARNm (Sati et al., 2012). L'analyse par Derrien et al. sur le catalogue GENCODE a mis en évidence 
que les lncRNAs pouvaient être des unités transcriptionnelles indépendantes, supportant donc le fait 
qu'il y ait des mécanismes spécifiques de régulation transcriptionnelle (Derrien et al., 2012). Ces 
marques ont par ailleurs permis d'identifier un grand nombre des lincRNAs dans le travail de Guttman 
et al. Les auteurs ont montré que ces lncRNAs étaient régulés transcriptionnellement par les facteurs 
de transcriptions clés comme p53, NF-κB (Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in 
B-cells), Sox2 (SRY (sex determining region Y)-box 2), POU5F1 (POU class 5 homeobox 1) et 
Nanog (Guttman et al., 2009)(Huarte et al., 2010).  
Globalement, l'expression des lncRNAs est très nettement inférieure à celle des gènes codants 
dans la plupart des tissus testés, la médiane d'expression maximale étant dix fois inférieure à celle des 
ARNm (Cabili et al., 2011)(Derrien et al., 2012). Il a quand même été observé une expression 
relativement élevée des lncRNAs dans les testicules (Ørom et al., 2010). De plus, il existe un certain 
nombre d'exemples de lncRNAs fortement exprimés, de façon ubiquitaire et à des niveaux similaires 
aux ARNm, comme les lncRNAs XIST chez la femelle placentaire (Masui and Heard, 2006), MALAT1 
ou NEAT1  (Naganuma and Hirose, 2013). 
Ce qui a justifié un peu plus le potentiel fonctionnel des lncRNAs est que leur expression peut 
être fortement dépendante du contexte cellulaire et/ou du stade de développement, et profondément 
perturbée dans certaines pathologies. Il a également été noté qu'ils présentaient des variations 
d'expression entre les différents tissus bien plus importantes que les ARNm. Le travail de Derrien et 
al. a produit plusieurs résultats intéressants concernant l'expression des lncRNAs (Derrien et al., 
2012). Les auteurs ont pu observer de fortes corrélations d'expressions entre les lncRNAs et leurs 
gènes codants voisins. Cela semble corroborer les résultats de précédentes études démontrant l'impact 
des lncRNAs sur la régulation des gènes codants proximaux, tel que le lncRNA ANRIL (antisense non-
coding RNA in the INK4 locus) régulant le locus INK4 (Yap et al., 2010). 
b. Expression spécifique au cours du développement 
Plusieurs études ont pu montrer un enrichissement de gènes codants impliqués dans le 
développement localisés à proximité (moins de 10kb) de lncRNAs (Cabili et al., 2011)(Guttman et al., 
2009). Ces études ont par ailleurs mis en évidence une régulation de l'expression des lncRNAs par les 
facteurs de pluripotence et une expression très tissu-spécifique, suggérant ainsi un rôle potentiel de ces 
lncRNAs dans le développement.  
Certains lncRNAs ont été décrits comme intervenant dans la régulation des gènes HOX qui 




positionnelle des organes chez les animaux. HOTAIR est un lncRNA exprimé à partir du locus HOXC 
chez les mammifères et régule négativement l'activité du locus HOXD (Rinn et al., 2007a). 
L'expression de HOTAIR au cours du développement chez la souris s'avère très localisée au niveau du 
tronc postérieur et du bourgeon distal des membres (Rinn et al., 2007b). Il en est de même pour 
HOTTIP (HOXA distal transcript antisense RNA), un lncRNA qui est exprimé au niveau du locus 
HOXA et qui régule positivement l'expression de ce locus (Wang et al., 2011b). Il apparait donc que 
ces lncRNAs sont importants pour la régulation de l'expression de ces gènes homéotiques cruciaux 
dans le développement. En effet, les souris knock-out pour HOTAIR présentent, d'une part, une 
perturbation de l'expression des gènes HOX dont le locus HOXD, et d'autre part des anomalies 
développementales comme des malformations des membres du squelette (Li et al., 2013a) (Figure 26). 
 
Figure 26 : Impact de HOTAIR dans le développement. Malformation des os du poignet dans les 
modèles de knock-out HOTAIR (Coloration Rouge alizarine et bleu alcian). (II-V) os métacarpiens. (1, 
2, 3, 4/5) Carpes. (c) élément central. (r) radial. (ra) radius. (u) ulnaire. (ul) ulna. (c-3)  et (1-2-c) 
fusion des os carpiens. (*) Radius manquant (Adapté de Li et al., 2013a). 
Au-delà du développement, plusieurs lncRNAs ont été décrits comme nécessaires et essentiels 
au maintien de la pluripotence des cellules souches et dans la capacité des cellules souches à se 
différencier. Ainsi, Ng et al. ont mis en évidence des lncRNAs qui sont impliqués dans le maintien de 
la pluripotence des cellules souches embryonnaires humaines en interagissant directement avec le 
facteur de pluripotence SOX2 (Ng et al., 2012). De la même manière, les auteurs ont identifié des 
lncRNAs nécessaires à la neurogenèse. En effet, les expériences inhibant l'activité de ces lncRNAs 
conduisent à un blocage de la différenciation neuronale. A l'inverse, Kretz et al. ont démontré que le 
lncRNA ANCR (anti-differentiation ncRNA) permettait le maintien des cellules souches de l'épiderme 
dans un état indifférencié (Kretz et al., 2012). On peut observer la baisse d'expression de ce lncRNA 
au cours de la différenciation des cellules souches, et sa perte d'expression conduit à la différenciation 
de ces cellules sans l'aide de stimuli externes. Une très belle étude, publiée en 2012 dans la revue 




souches embryonnaires de souris. La perturbation de l'expression de ces lncRNAs a montré que ces 
ARNs régulaient l'expression d'un large panel de gènes, similaire d'un point de vue de la quantité à un 
régulateur transcriptionnel clé dans les cellules souches embryonnaires. Par ailleurs, cette régulation 
est nécessaire au maintien de l'état de pluripotence des cellules avec notamment une régulation de 
l'expression des facteurs Nanog et POU5F1. Les auteurs ont mis en évidence la répression exercée par 
les lncRNAs sur les programmes spécifiques de différenciation, impliqués très tôt dans le 
développement et dans les 3 feuillets embryonnaires (Guttman et al., 2011). 
c. Expression tissu spécifique 
Comme cité précédemment, les lncRNAs présentent régulièrement une expression tissu-
spécifique, avec des variations d'expressions entre les tissus bien plus importantes que les ARNm. 
Cabili et al. ont estimé que 78%  des lincRNAs étaient tissus spécifiques alors que seulement 19% des 
ARNm présentaient ce type d'expression (Cabili et al., 2011). Ce résultat n'est pas dû à la différence 
d'expression globale entre lncRNAs et ARNm, puisque le même résultat est obtenu pour des transcrits 
exprimés à des niveaux similaires. Les auteurs de ce travail ont également estimé qu'environ un tiers 
des lincRNAs était spécifique aux testicules et qu'il existait des clusters de lincRNAs spécifiques à 
chacun des 24  tissus et lignées testés (Figure 27). De plus, l'expression de ces clusters de lincRNAs 
tissus spécifiques était significativement corrélée à l'expression des gènes codants impliqués dans des 
processus spécifiques de chaque tissu ou dans leurs différenciations.  
 
Figure 27 : Expression tissu-spécifique des lncRNAs et des ARNm. Abondance de 4373 lncRNAs 
(lignes) et 28 802 ARNm (lignes) Dans les différents tissus testés (colonnes) l’intensité de couleur 
représente le niveau d’expression du gène. Il y a majoritairement plus de lincRNAs exprimés 
spécifiquement mais leurs expressions sont globalement moins fortes que celles des ARNm. Il y a 




Le lncRNA Evf2 par exemple, est majoritairement exprimé dans le cerveau antérieur en 
développement et régule l'expression des gènes Dlx5/6 (distal-less homeobox) (Feng, 2006). Son 
expression et cette régulation s'avèrent nécessaires au développement du cerveau antérieur et à 
l'établissement des circuits neuronaux GABA-dépendants de l'hippocampe chez la souris (Feng, 2006). 
Exprimée de manière plus tissu-spécifique encore, la paire de lncRNAs HAR1A et HAR1B (highly 
accelerated region 1) est uniquement exprimée au niveau des neurones Cajal-Retzius dans le néocortex 
à la mi-gestation chez les primates. L'expression de ces ARNs s'étend à l'hippocampe, au cortex 
cérébelleux et au gyrus denté. A l'âge adulte, l'expression n'est plus uniquement cérébrale mais aussi 
ovarienne et testiculaire (Pollard et al., 2006). 
Tout comme dans un contexte normal, l'expression des lncRNAs peut être dépendante d'un 
contexte pathologique. Il existe des lncRNAs spécifiques du tissu cancéreux comparé au tissu adjacent 
normal, constituant notamment d'excellents marqueurs néoplasiques. CCAT1 (Colon Cancer 
Associated Transcript 1) par exemple, est un lncRNA exprimé uniquement dans le tissu cancéreux du 
côlon et non dans le tissu sain (Kam et al., 2013). Par ailleurs, Iyer et al. ont mis en évidence 
récemment, par une méta-analyse de 25 études indépendantes, près de 8 000 lncRNAs tissu-spécifique 
ou tumeur spécifique sur plus de 58 000 lncRNAs identifiés, confirmant plus encore cette 
caractéristique des lncRNAs (Iyer et al., 2015). 
d. Localisation cellulaire 
Plusieurs travaux ont montré que la grande majorité des lncRNAs était nucléaire et associée à 
la chromatine (Djebali et al., 2012)(Mondal et al., 2010) et cela indépendamment de leurs classes 
(intronique, intergénique, anti-sens) (Derrien et al., 2012). Bien que ce soit en accord avec plusieurs 
études présentant les lncRNAs comme majoritairement impliqués dans les régulations épigénétiques et 
associés à la chromatine, cette localisation peut également être le reflet d'une plus grande dégradation 
par des mécanismes comme le NMD (Nonsense mediated decay). Ces ARNs non codants peuvent 
présenter des ORFs "de mauvaise qualité" et ainsi être des cibles de ce mécanisme de dégradation 
cytoplasmique. Malgré cet enrichissement dans le noyau, une partie des lncRNAs peut être enrichie 
dans le cytoplasme. C'est le cas par exemple de mascRNA (MALAT1-associated Small Cytoplasmic 
RNA) (Wilusz et al., 2008), de NRON (non coding RNA, repressor of NFAT) (Willingham et al., 
2005) ou du lncRNA GAS5 (growth arrest-specific 5) (Kino et al., 2010). Au vue des grandes 
différences fonctionnelles qui existent entre un lncRNA nucléaire ou cytoplasmique, la question de la 







V) Fonctions des lncRNAs 
Dans tous les aspects décrits ci-dessus, que ce soit structural, au niveau de l'expression ou de 
la conservation, les lncRNAs sont un groupe très hétérogène. Il en est de même pour leurs fonctions. 
En effet, malgré la faible proportion de lncRNAs pour lesquels une fonction a été décrite, il y a des 
exemples montrant qu'ils peuvent intervenir à tous les niveaux biologiques, de la régulation 
épigénétique à la régulation de mécanismes post-transcriptionnels, jusqu'à la participation à 
l'assemblage de complexes protéiques. Afin de déterminer les fonctions de tous ces nouveaux 
lncRNAs, plusieurs méthodes sont utilisées. Les corrélations d'expressions avec des gènes codants 
suivies d'analyses ontologiques de type GO Term (Gene Ontology) permettent d'associer les lncRNAs 
de fonctions inconnues à des voies cellulaires ou à des processus particuliers : cette méthode est 
appelée Guilt By Association. Toutefois, il reste nécessaire d'analyser l'impact de leur inhibition et de 
leur surexpression sur leurs cibles potentielles, ou les processus cellulaires dans lesquels ces lncRNAs 
sont suspectés d'intervenir. L'inhibition des lncRNAs est par ailleurs un challenge pour ce type de 
molécules majoritairement nucléaires, pour lesquelles les méthodes basées sur les ARN interférents 
(siARNs) sont souvent peu ou pas efficaces. Dans ce contexte, des molécules telles que les siARNs 
modifiés avec LNA (Lock Nucleic Acid) ou BNA (2',4'-Bridged Nucleic Acid) ont été développées 
pour augmenter l'hybridation sur les lncRNAs cibles. De plus, l'utilisation de GapmeRs permet de 
s'affranchir du problème de localisation cellulaire. Les GapmeRs sont des petits oligonucléotides anti-
sens spécifiques de l'ARN cible, formant un hétéroduplexe ARN/ADN qui sera dégradé par la RNase 
H endogène. D'un point de vue moléculaire, la caractérisation de la fonction des lncRNAs passe 
régulièrement par la recherche des partenaires, protéiques ou ARNs, et des gènes cibles. Par contre, les 
études in vivo sont plus rares, notamment à cause de la faible conservation entre les espèces de la 
majorité des lncRNAs. 
Malgré une connaissance encore limitée et constituée à partir de quelques dizaines d'exemples, 
les modes d'actions des lncRNAs sont actuellement regroupés sous 4 archétypes qui ne sont pas 
mutuellement exclusifs: signal, leurre, échaffaudage et guide. Globalement, tous ces modes d'action 
sont la conséquence des informations de la structure primaire des ARNs, et également de leur grande 
plasticité et complexité structurale. La nature intrinsèque de ces lncRNAs leur confère un rôle duel à la 
fois en tant que partenaires pour des protéines mais également pour des acides nucléiques  par 
homologie de séquence (ARNs, ADN). 
Signal : Ce sont des lncRNAs qui intégrent des informations cellulaires spatio-temporelles, 
développementales et stimulus-spécifiques. On peut citer le lncRNA XIST qui inhibe un des 
chromosomes X chez la femelle placentaire au cours du développement ou HOTAIR régulant 




Leurre : Ce sont des lncRNAs qui ont la capacité de séquestrer des partenaires protéiques mais 
également des ARNs. Le lncRNA PANDA peut par exemple interagir avec le facteur NF-YA et 
l'empêcher d'accrocher ses cibles. Le transcrit du pseudogène PTENP1 peut quant à lui séquestrer des 
microARNs ciblant PTEN, inhibant de fait leurs fonctions (Poliseno et al., 2010). 
Échaffaudage : Ce sont des lncRNAs qui peuvent servir d'adaptateur ou de plateforme entre deux ou 
plusieurs protéines pour la formation de complexes. TERC (Telomerase RNA) est un exemple 
classique de lncRNA adaptateur puisqu'il permet l'assemblage du complexe Télomérase. 
Guide : Ce dernier mode d'action fait référence à des lncRNAs qui "guident" ou recrutent des 
complexes de modification de la chromatine ainsi que d'autres protéines nucléaires à des loci 
génomiques spécifiques. Il existe de nombreux exemples de lncRNAs présentant ce mode d'action tels 
que HOTAIR ou XIST. 
Tous ces modes d'action des lncRNAs sont retrouvés à différents niveaux de régulation, 
transcriptionnel, post-transcriptionnel, traductionnel et épigénétique. 
a. Dans la régulation transcriptionnelle 
La grande majorité des lncRNAs fonctionnels sont impliqués dans la régulation de l'expression 
génique en cis ou en trans. La régulation en cis fait référence à une régulation des gènes sur le même 
chromosome que le gène du lncRNA et à l'inverse, la régulation en trans fait référence à une 
régulation génique entre des chromosomes différents (Figure 28).  
 
Figure 28 : Représentation schématique des régulations transcriptionnelles en cis et trans.  
Cependant, par abus de langage dans la littérature des lncRNAs,  la régulation en cis est 
définie comme une régulation des gènes proximaux du lncRNA sans distinction de l'allèle. Pour plus 
de cohérence avec la littérature, je m'appuierai sur la deuxième définition pour la suite de cette thèse. 
La plupart des mécanismes de régulation transcriptionnelle induite par les lncRNAs font intervenir des 
mécanismes de régulation épigénétique que je décrirai dans le chapitre "Dans la régulation 
épigénétique". Dans ce chapitre-ci, nous nous concentrerons sur les autres mécanismes de régulation. 




de trancription, les ARN polymérases et même l'ADN, laisse à supposer qu'il existe plusieurs 
mécanismes de régulation de l'expression génique dans lesquels interviennent les lncRNAs. 
i. Régulation de la machinerie de transcription 
Il existe quelques exemples pertinents de lncRNAs intervenant directement sur le processus 
général de transcription en influençant notamment l'activité de l'ARN pol II. Bien qu'étant à 
proprement parler un snRNA, 7SK est un ARN de 331 nucléotides qui réprime l'élongation de la 
transcription en empêchant la phosphorylation du domaine carboxy-terminal de l'ARN pol II par 
PTEFβ (Peterlin et al., 2012). De la même manière, le snRNA B2 interagit avec l'ARN pol II et 
empêche la phosphorylation de l'ARN pol II par TFIIH, perturbant ainsi la capacité de la polymérase à 
lier l'ADN (Yakovchuk et al., 2014).  
La régulation en cis du gène DHFR (dihydrofolate reductase) par des lncRNAs sens de ce 
gène est également un exemple intéressant qui fait intervenir deux mécanismes distincts (Figure 29). 
D'une part, il a été montré que ces lncRNAs pouvaient séquestrer les facteurs de transcription SP3, 
SP1 et TFIIB et altérer de manière concentration-dépendante la formation du complexe de pré-
initiation de la transcription (PIC) sur le promoteur majeur de DHFR (Blume et al., 2003). Cet effet 
répresseur est uniquement possible lorsque le lncRNA contient la séquence du promoteur majeur de 
DHFR indiquant la spécificité de cette répression. D'autre part, il a également été montré que ces 
lncRNAs pouvaient contribuer à la répression de DHFR par la formation avec le promoteur majeur de 
structures en triplex ARN/ADN spécifiques et stables in vitro (Gee et al., 1992)(Martianov et al., 
2007)(Figure 29).  
 
Figure 29 : Représentation schématique du mécanisme de régulation transcriptionnelle du gène  
DHFR. Un des mécanismes fait intervenir un lncRNA impliqué dans la formation d'une structure 
triplex ARN/ADN au niveau du promoteur de DHFR, empêchant ainsi la fixation de facteur de 
transcription. 
Les eRNAs (enhancer RNAs) sont des régulateurs positifs de la transcription en cis. Bien que 




semblent néanmoins moduler très finement leurs expressions par plusieurs mécanismes distincts. Un 
des mécanismes par lequel les eRNAs régulent la transcription se base sur la séquestration de facteurs 
de transcription tel que NELF (Negative elongation factor). Ce facteur, en coopération avec DSIF 
(DRB sensitivity-inducing factor), est connu pour interagir avec l'ARN pol II et le transcrit naissant 
afin de bloquer transitoirement la transcription. Schaukowitch et al. ont démontré que les eRNAs 
déstabilisaient transitoirement le complexe NELF, permettant ainsi l'élongation de la transcription des 
gènes associés (Schaukowitch et al., 2014).  
ii. Séquestration/Recrutement des facteurs de transcription 
Dans le cadre de ces régulations, différents travaux semblent montrer que ces régulations sont 
des régulations positives et généralement en cis. Cependant, il existe également différents exemples de 
lncRNAs régulant négativement l'expression de gènes codants, majoritairement via l'interaction avec 
des facteurs de transcription. Ce type de mécanisme d'interférence fut mis en évidence la première fois 
en 2004 chez la levure où la transcription du lncRNA SRG1 (SER3 regulatory gene 1), à partir de 
séquences régulatrices du gène codant SER3, empêchait l'interaction de facteurs activateurs de 
transcription sur le promoteur de SER3 (Martens et al., 2004). 
De la même manière, le lncRNA PANDA (P21 associated ncRNA DNA damage activated) 
peut réguler en trans l'expression de gènes pro-apoptotiques. PANDA est un lncRNA bidirectionnel de 
1500nt transcrit à partir du promoteur du gène CDKN1A (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A). 
L'expression de CDKN1A (p21) et de PANDA est induite par p53 en réponse aux dommages à l'ADN 
afin de réguler le cycle cellulaire et l'apoptose. En effet, il a été montré que PANDA pouvait séquestrer 
le facteur de transcription NF-YA (nuclear transcription factor Y alpha), inhibant ainsi l'expression de 
gènes tels que FAS, BBC3 (BCL2 binding component 3) et PMAIP1 (phorbol-12-myristate-13-acetate-
induced protein 1) (Hung et al., 2011). Il existe d'autres exemples de lncRNAs  impliqués dans 
l'activation transcriptionnelle via des interactions protéiques, comme PSF Inhibiting RNAs. Identifiés 
chez l'homme, les PSF Inhibiting RNAs sont au nombre de 5 et ces lncRNAs ont été décrits comme 
interagissant avec le facteur hPSF (Protein associated splicing factor). Cette protéine interagit avec la 
région régulatrice en 5' de GAG6 (G antigen 6), inhibant ainsi la transcription de ce proto-oncogène. 
Les PSF Inhibiting RNAs séquestrent hPSF, ce qui libère GAG6, conduisant à sa transcription et à son 
effet tumorigénique (Li et al., 2009). 
La répression transcriptionnelle peut faire intervenir un autre mécanisme, le lncRNA agissant 
comme un leurre. En effet, parmi ses nombreuses fonctions, le lncRNA GAS5 peut se lier aux sites 
d'interactions à l'ADN des récepteurs aux glucocorticoïdes. Cette interaction empêche la fixation de 
ces récepteurs aux GREs (Glucocorticoid Response Element) exprimés en réponse à l'activation des 






Figure 30 : Représentation schématique des principaux mécanismes de régulation 
transcriptionnelle.  
iii. Régulation de l'activité des facteurs de transcription 
Un grand nombre de travaux ont montré que les lncRNAs pouvaient interagir avec des 
protéines, cependant il n'y a que peu d'études démontrant l'impact de ces interactions sur l'activité 
protéique. C'est le cas du lncRNA NRON (Noncoding RNA Repressor of NFAT) qui régule la 
localisation cellulaire et in fine l'activité du facteur de transcription NFAT (Nuclear Factor of 
Activated T cells) (Figure 31). En effet, la délétion de NRON conduit à une augmentation de l'activité 
transcriptionnelle de NFAT via la délocalisation de cette protéine du cytoplasme au noyau. De plus, 11 
protéines ont été rapportées comme interagissant avec NRON par purification d'affinité ARN/Protéine, 
dont IQGAP1 (IQ motif containing GTPase activating protein 1), le facteur de transport nucléaire 
KPNB1 (Karyopherin (importin) beta 1), et également trois membres de la superfamille des bêta-
importines régulant le transport nucléaire/cytoplasme (Willingham et al., 2005)(Sharma et al., 2011). 
Ces observations suggèrent fortement un rôle répresseur de NRON sur l'activité transcriptionnelle de 
NFAT par délocalisation de ce facteur du noyau au cytoplasme. 
 
Figure 31 : Représentation schématique de l'impact de NRON sur l'activité de NFAT. NRON 
conduit à la localisation cytoplasmique de la forme phosphorylée et inactive de NFAT, potentiellement 




 Le lncRNA lnc-DC régule quant à lui positivement l'activité de STAT3 (Signal transducer 
and activator of transcription 3). En effet, l'interaction lnc-DC/STAT3 empêche l'inactivation de ce 
facteur de transcription par la déphosphorylation induite par SHP-1 (Src Homology region 2 domain-
containing phosphatase-1) (Wang et al., 2014b). 
iv. Autres régulations transcriptionnelles 
Comme mentionné précédemment, les lncRNAs intervenant dans la régulation 
transcriptionnelle du gène DHFR forment un triplex avec le promoteur du gène et inhibent sa 
transcription.  
Pour ce qui est des eRNA, le deuxième mécanisme, par lequel les eRNAs régulent l'activité 
transcriptionnelle des gènes auxquels ils sont associés, fait intervenir la génération et le maintien de 
boucles chromatiniennes entre l'enhancer et le promoteur (Figure 32). Il a été observé que les eRNAs 
pouvaient interagir avec les sous unités SMC3 et RAD21 du complexe Cohesin, qui a été décrit 
comme un régulateur des boucles chromatiniennes enhancer-promoteur (Kagey et al., 2010). En effet, 
l'inhibition de eRNAs par ARN interférence diminue la formation de boucles enhancer-promoteurs, 
ainsi que l'expression des gènes codants associés (Li et al., 2013b).  
 
Figure 32 : Représentation schématique des boucles chromatiniennes entre enhancer et 
promoteur dans lesquelles participent les eRNAs. Au cours de l’activation de la transcription, 
l’ARN pol II et des facteurs co-activateurs (p300/CBP) permettent la transcription bidirectionnelle de 
eRNAs. La boucle chromatinienne entre l’enhancer et le promoteur va permettre le rapprochement de 
l’eRNA de son promoteur cible pour coordonner l’activation transcriptionnelle du gène associé. De 
plus, certains eRNAs interagissent avec le complexe cohesin pour faciliter la formation et la stabilité 
de ces boucles spécifiques entre promoteur et enhancer, afin d'augmenter l'activité transcriptionnelle 




b. Dans la régulation post-transcriptionnelle 
Bien que les lncRNAs aient principalement été décrits comme intervenant dans les régulations 
transcriptionnelles, plusieurs lncRNAs ont été mis en évidence comme impliqués également dans les 
modifications post transcriptionnelles des ARNm. 
i. Dans l'épissage 
Il est estimé qu'au moins 70 % des gènes codants chez l'homme peuvent subir un épissage 
alternatif, et qu'en moyenne un gène donne naissance à 4 variants issus d'un tel épissage. Un gène 
transcrit en ARN pré-messager (pré-ARNm) contient à la fois des introns et des exons. Durant 
l'épissage du pré-ARNm, les exons sont soit conservés dans l'ARNm, soit ciblés et éliminés, menant 
ainsi à la création de différents d'ARNm à partir d'un seul pré-ARNm. Ce processus d'épissage 
alternatif de l'ARN fait appel au spliceosome (machinerie complexe faisant intervenir plus de 200 
protéines notamment les snRNAs U1, U2, U3, U4/U6 et U5 reconnaissant les sites d'épissages), à des 
protéines Sérine/Arginine riches (SR) se fixant sur les séquences activatrices de l'ARN, et à des 
ribonucléoprotéines hnRNP se fixant sur les séquences inhibitrices. Ce processus complexe et 
dynamique permet d'augmenter la complexité du transcriptome. Il existe deux exemples majeurs de 
l'impact des lncRNAs sur ce processus : 
Le lncRNA MALAT1 est enrichi dans le noyau et plus précisément dans les granules 
nucléaires ou "speckles" (Hutchinson et al., 2007). Ces granules ne sont pas un lieu de transcription ni 
d'épissage mais plutôt un lieu de stockage, de modifications et/ou d'assemblage de différents facteurs 
d'épissage (Lamond and Spector, 2003). Il a donc été supposé que MALAT1 pouvait être impliqué dans 
le métabolisme des pré-ARNs. Ainsi, Tripathi et al. ont observé que MALAT1 pouvait interagir avec 
les protéines Sérine/Arginine riches SRSF1, SRSF2, SRSF3 et plus faiblement avec SRSF5. Les 
interactions entre le lncRNAs et ces différents facteurs permettent notamment de moduler l'association 
des facteurs d'épissage aux granules nucléaires. Des séquences de MALAT1 influencent à la fois la 
distribution de MALAT1 dans ces granules nucléaires et le recrutement des facteurs d'épissage. La 
délétion nucléaire de MALAT1 in vitro a démontré qu'il pouvait moduler le niveau de phosphorylation 
des facteurs SR et les changements d'épissage alternatif d'un set d'ARNm endogènes (Figure 33). De 
plus, une nouvelle méthode d'étude des interactions ARN-ARN (RAP-RNA), développée récemment 
par Engreitz et al., a mis en évidence l'interaction entre MALAT1 et des pré-ARNm par le biais de 
protéines intermédiaires (Engreitz et al., 2014). Cela suggère une implication probable de MALAT1 






Figure 33 : Représentation schématique du potentiel impact de MALAT1 dans la régulation de 
l'épissage alternatif. MALAT1 peut interagir avec les facteurs d'épissage SR, moduler leur 
phosphorylation et ainsi réguler l'épissage alternatif des ARNm. 
Le deuxième exemple de lncRNA impliqué dans ce processus est le lncRNA ZEB2NAT 
(ZEB2 Natural Anti sens), affectant le processus d'épissage de manière beaucoup plus spécifique. Ce 
lncRNA est l'anti sens du gène ZEB2, un répresseur transcriptionnel de l'E-Cadherin. Il a été montré 
que la traduction de ZEB2 nécessitait la rétention d'un de ces introns en  5'UTR contenant un IRES 
(Internal Ribosome Entry Site), et que ce mécanisme dépendait du lncRNA. En effet, ZEB2NAT 
s'hybride à l'ARNm de ZEB2, masque le site d'épissage en 5' de l'intron, et conduit à la rétention de 
l'intron et de l'IRES dans le produit final, permettant ainsi la traduction de ZEB2 (Beltran et al., 2008) 
(Figure 34). 
 
Figure 34 : Représentation schématique de la régulation de l'épissage de ZEB2 par ZEB2NAT. 
ZEBNAT interagit avec l'ARNm de ZEB2, empêchant la fixation du spliceosome. Cela conduit à la 




ii. Dans l'édition 
L'édition est un processus de modification post-transcriptionnelle faisant intervenir des 
enzymes ayant pour substrat l'ARN et qui catalysent la réaction de conversion des ribonucléotides. Ce 
mécanisme implique des déaminases comme la cytidine déaminase catalysant la conversion de la 
cytidine en uracile ou, majoritairement, les enzymes ADARs (Adenosine Deaminase Acting on RNA) 
catalysant à partir d'un ARN double brin la conversion d'une adénosine en inosine (reconnu comme 
une guanine lors de la traduction) (Figure 35). Sachant que les lncRNAs peuvent s'apparier aux 
ARNm, cela suggère que l'ARN double brin formé (ARNm/lncRNA) pourrait être soumis à ce type de 
modifications. À l'heure actuelle, il n'y a que peu d'évidences quant à cette implication des lncRNAs 
dans ce processus. En effet, une seule étude récente a mis en évidence l'implication du lncRNA PCA3 
(prostate cancer associated 3) dans la régulation post-transcriptionnelle d'ARNm via l'édition. Les 
auteurs ont identifié le gène codant sens de PCA3, PRUNE2 comme étant régulé négativement par 
PCA3. Cette régulation fait intervenir un mécanisme impliquant la formation d'un duplex entre PCA3 
et le pré-ARNm PRUNE2 qui sera édité par les enzymes ADARs. Les ARNs contenant trop d'inosines 
sont reconnus par la protéine P54NRB, qui est impliquée dans la rétention nucléaire d'ARNs 
"défectueux". Ainsi, la reconnaissance de PRUNE2 hyper-édité par P54NRB, conduit finalement à la 
réduction de la production de PRUNE2 (Salameh et al., 2015). 
 
Figure 35 : Représentation 3D de l'interaction entre les enzymes ADARs et la structure double 
brin de l'ARN. Cette structure peut être formée par lncRNA/ARNm, ce qui modulera l'édition de 






iii. Dans la dégradation/stabilité des ARNm 
La capacité qu'ont les lncRNAs de pouvoir s'hybrider à d'autres ARNs suggère qu'ils 
pourraient intervenir dans la dégradation/stabilité de ces derniers. 
La dégradation des ARNm peut être médiée par plusieurs voies comme la voie NMD  
(nonsense-mediated mRNA decay), mais également la voie SMD (Staufen 1 ou STAU1-mediated 
Messenger RNA Decay). Ce processus fait intervenir la protéine STAU1 (staufen double-stranded 
RNA binding protein 1), qui peut interagir avec la partie 3' des ARNm présentant des structures 
doubles brins, et conduire au recrutement de la protéine UPF1 pour déclencher la dégradation de 
l'ARN (Park and Maquat, 2013). Une étude a montré qu'un lncRNA pouvait participer à la dégradation 
de plusieurs cibles du SMD ajoutant un tout nouveau niveau de régulation de la part de ce type de 
lncRNAs, appelés 1/2-sbsRNAs pour half-STAU1-binding site RNAs. Le travail de Gong et al. a 
permis de montrer que les sites d'interactions de STAU1 sur ses cibles pouvaient être constitués d'un 
appariement au moins partiel entre les séquences Alu en 3' de la cible du SMD et les séquences Alu de 
lncRNAs (Gong and Maquat, 2011). Cet appariement conduit à l'activation de la voie SMD et la 
dégradation de l'ARNm ciblé  (Figure 36A).  
Hormis l'appariement partiel entre les lncRNAs et les ARNm par le biais de séquences Alu, les 
lncRNAs, notamment les lncRNAs anti-sens, peuvent former des duplex ARN/ARN par appariement 
de base. Cela suggère donc qu'ils peuvent potentiellement réguler les ARNm sens en altérant la 
stabilité ou la traduction. En effet, plusieurs exemples de ces anti-sens ont été mis en évidence avec un 
impact sur la stabilité des ARNm auxquels ils s'associent. Le lncRNA BACE1-AS est l'anti-sens du 
gène codant BACE1 (β‑secretase‑1). Il a ainsi été montré que ce lncRNA pouvait former un duplex 
avec le transcrit sens BACE1, et conduire à une augmentation de la stabilité de l'ARNm de BACE1 
(Liu et al., 2014) (Figure 36B).  
De manière intéressante, ces interactions lncRNA/ARNm ont soulevé la question de 
l'interaction potentielle des lncRNAs avec les microARNs. En effet, les lncRNAs peuvent agir comme 
des éponges à microARNs, les classant de ce fait comme des lncRNAs compétiteurs/séquestreurs ou 
ceRNAs (Competing Endogenous RNAs) (Figure 36C). Plusieurs études ont mis en évidence des 
exemples de ceRNAs interagissant avec des microARNs, dé-réprimant ainsi l'expression des ARNm 
cibles. Par exemple, lincMD1 séquestre miR-133 et miR-135, des régulateurs de facteurs de 
transcription activant l'expression des gènes spécifiques impliqués dans la différenciation du tissu 
musculaire (Cesana et al., 2011). H19, qui est également un lncRNA producteur de microARNs, 
contient 4 sites d'interactions avec le microARN let-7. Ainsi, il semblerait que H19 régule la 
différentiation du tissu musculaire en modulant la disponibilité de let-7 (Kallen et al., 2013). Un autre 




maintien du phénotype de cellules souches embryonnaires, en séquestrant des microARNs inhibiteurs 
des facteurs de pluripotence clés Nanog, POU5F1 et SOX2 (Wang et al., 2013).  
 
Figure 36 : Représentation schématique des mécanismes de régulation de la dégradation des 
ARNs impliquant les lncRNAs. A. Les lncRNAs 1/2sbsRNAs peuvent s'apparier partiellement (via 
des séquences Alu) avec les ARNm. Cet appariement peut être reconnu par STAU1 qui recrutera 
UPF1 pour induire la dégradation de l'ARNm par la voie SMD. B. Le lncRNA BACE1-AS peut 
s'hybrider à l'ARNm sens BACE1 et augmenter sa stabilité. C. Les lncRNAs peuvent également 
séquestrer les microARNs, empêchant ainsi la dégradation ou le blocage de traduction des ARNm 
cibles des microARNs. (Adapté de Fatica and Bozzoni, 2014). 
c. Dans la régulation traductionnelle 
Van Heesch et al. ont pu mettre en évidence récemment par fractionnement cellulaire, un fort 
enrichissement en lncRNA dans le cytoplasme et plus particulièrement dans les fractions ribosomales 
(van Heesch et al., 2014). Sachant que ces lncRNAs sont non codants, cela suggère qu'une portion 
importante des lncRNAs pourrait intervenir dans la régulation traductionnelle. En effet, la littérature 
décrit plusieurs exemples pertinents de l'intervention des lncRNAs dans la régulation du processus de 
traduction d'ARNm cibles. Cette régulation peut être négative comme dans le cas du lncRNA UCA1 
(urothelial carcinoma-associated 1). Ce lncRNA peut interagir et séquestrer hnRNP I, une 
ribonucléprotéine qui peut augmenter la traduction du facteur p27. Ainsi, cette interaction entre UCA1 
et hnRNP I a mis en évidence que ce lncRNA se comportait comme un compétiteur en empêchant 




et al., 2014). A l'inverse, cette régulation de la traduction peut être positive. Carrieri et al. ont 
découvert un lncRNA anti-sens du gène UCHL1 (Ubiquitin Carboxy-Terminal Hydrolase L1), qui est 
délocalisé du noyau au cytoplasme en condition de stress pour augmenter la capacité d'association de 
l'ARNm d’UCHL1 avec les polysomes (Carrieri et al., 2012).  
 
 
Figure 37 : Représentation schématique des mécanismes de régulation post-transcriptionnelle 
dans lesquels interviennent les lncRNAs. A. Les lncRNAs s'hybrident aux ARNm et augmentent 
leur stabilité. B. Les lncRNAs peuvent induire la dégradation par le SMD en s'hybridant partiellement 
aux ARNm. C. Les lncRNAs peuvent également inhiber ou augmenter la traduction des ARNm. D. 
Les lncRNAs peuvent empêcher la fixation du spliceosome et moduler l'épissage des ARNm. E. Les 
lncRNAs peuvent séquestrer des microARNs et empêcher la dégradation de leurs cibles. F. Les 
lncRNAs peuvent s'hybrider aux ARNm et former un substrat ARN double brin reconnu par les 






d. Dans la régulation épigénétique 
La fonction la plus abondamment décrite dans la littérature sur les lncRNAs à l'heure actuelle 
est certainement la régulation transcriptionnelle de gènes cibles par des mécanismes de régulation 
épigénétiques. Cette régulation intervient principalement par le biais du recrutement de facteurs de 
modifications post-traductionnelles des histones ou de méthylation de l'ADN au niveau des régions 
régulatrices. Les 1ers lncRNAs décrits comme étant impliqués dans des régulations épigénétiques sont 
des lncRNAs participant à l'établissement de l'empreinte parentale. 
i. Dans l'empreinte parentale 
L’empreinte parentale est un mécanisme épigénétique qui permet l’expression mono-allélique 
d’un gène, en fonction de l’origine parentale du chromosome qui le porte. On connaît aujourd’hui une 
centaine de gènes soumis à empreinte parentale, qui sont généralement regroupés en clusters. Le 
maintien de l’expression différentielle selon l’origine parentale de l’allèle est une information 
transmissible aux cellules filles après division cellulaire. Il est intéressant de noter que ce phénomène 
est un processus dynamique et que tous les loci soumis à l'empreinte contiennent des lncRNAs. Un 
déséquilibre dans l'expression de ces gènes, notamment par perte de l'empreinte ou LOI (Loss Of 
Imprinting), peut entrainer des pathologies révélant leur spectre fonctionnel, au cours de 
l'embryogenèse, dans la placentation et le développement, mais également à l'âge adulte dans la 
régulation de la fonction neuronale, le comportement ou le métabolisme.  
Le lncRNA H19 est un des premiers lncRNAs à avoir été caractérisé comme un régulateur du 
maintien de l'empreinte parentale du locus H19/IGF2. H19 est exprimé maternellement pour réprimer 
IGF2 à partir du stade blastocyste jusqu'à la mise en place des 3 feuillets embryonnaires, mais 
uniquement dans le tissu squelettique chez l'adulte (Bartolomei et al., 1991). Les modèles de knock-
out murins de H19 sont viables, fertiles et présentent un surpoids probablement dû à l'expression 
biallélique du locus Igf2 (Ripoche et al., 1997). AIR (Acute insulin response) est un lncRNA de 108k 
nt, non épissé et anti-sens du locus d’IGF2R (Insulin-like growth factor type 2 receptor). Au cours des 
stades précoces du développement, AIR est maternellement exprimé dans le placenta pour réprimer 
l'expression paternelle de gènes comme IGF2R, SLC22A2 et SLC22A3 (solute carrier family 22) 
(Sleutels et al., 2002). L'empreinte parentale est perdue dans des modèles murins de délétion de Air, 
conduisant à la surexpression de ces gènes et à des souris présentant un poids plus faible à la naissance 
(Yotova et al., 2008). KCNQ1OT1 est un autre exemple de lncRNA impliqué dans la régulation de 
l'empreinte parentale. Exprimé par l'allèle paternel au niveau du locus KCNQ1, cet ARN est 
responsable de l'extinction de plusieurs loci : les loci KCNQ1, CDKN1C (cyclin-dependent kinase 
inhibitor 1C) et PHLDA2 (pleckstrin homology-like domain, family A, member 2) de manière 




subtransferable candidate 4) et ASCL2 (achaete-scute family bHLH transcription factor 2) dans les 
tissus extra-embryonnaires (Mohammad et al., 2009) (Figure 38). Ces régulations se produisent très tôt 
dans le développement (E3.5 à 5.5) et certaines de ces régulations sont lignages-dépendants 
démontrant ainsi le rôle important dans l'établissement d'une expression parentale spécifique (Kanduri, 
2011).  
 
Figure 38 : Représentation schématique du mécanisme d'empreinte parentale induit par le 
lncRNA KCNQ1OT1. KCNQ1OT1 est exprimé paternellement à partir du locus KCNQ1 et va recruter 
différents complexes de régulation épigénétique pour maintenir la répression de différents locus. Sur le 
chromosome maternel, KCNQ1OT1 n'est pas exprimé, ce qui permet l'expression des différents gènes 
des différents locus sur ce chromosome (Adapté de Kanduri, 2015). 
Toutes ces régulations modulées par les lncRNAs sont réalisées notamment par le biais du 
recrutement de différents complexes de régulation épigénétique. En effet, les lncRNAs AIR et 
KCNQ1OT1 peuvent recruter spécifiquement l'histone méthyltransférase G9a pour induire la 
triméthylation H3K9 et inhiber transcriptionnellement les locus IGF2R et KCNQ1, respectivement 
(Nagano et al., 2008)(Pandey et al., 2008). H19 participe également à la répression de l'expression du 
locus IGF2 en recrutant MBD1 (methyl-CpG-binding domain protein) (Monnier et al., 2013). Cette 




le recrutement d'histone déacetylases et d'histone méthyltransferases pour le maintien de la répression 
transcriptionnelle. 
Ces différents exemples de lncRNAs impliqués dans la mise en place de l'empreinte parentale 
illustrent relativement bien la gamme des différentes régulations épigénétiques dans lesquelles 
interviennent les lncRNAs, de la modification post-traductionnelle des histones à la méthylation de 
l'ADN. 
ii. Modifications post-traductionnelles des histones 
Les lncRNAs ne sont pas uniquement impliqués dans la régulation épigénétique des régions 
soumises à l'empreinte parentale. L'équipe de John Rinn a évalué qu'environ 20% des lincRNAs 
exprimés dans différents tissus interagissaient avec la sous unité SUZ12 (Suppressor of zeste 12) et/ou 
EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2) du complexe PRC2 (Polycomb Repressive Complex 2) (Khalil 
et al., 2009). Le complexe PRC2 est composé de EZH2, SUZ12, EED (Embryonic ectoderm 
development) et RbAp46/48 (Figure 39). La sous unité EZH2 possède un domaine SET nécessaire 
pour l'activité histone lysine méthyltransférase sur la lysine 27 de l'histone H3 (H3K27). EED a un 
rôle d'échaffaudage pour permettre l'interaction entre PRC2 et son substrat histone H3 et la 
reconnaissance de résidus lysine méthylés, pour augmenter l'activité de PRC2. Enfin, SUZ12 est 
nécessaire pour la stabilité de EZH2 et RbAp46/48, et il est connu pour interagir avec les histones H3 
et H4, augmentant ainsi l'interaction de PRC2 à son substrat. 
 
Figure 39: Représentation schématique du complexe PRC2 et de son mécanisme d'action. 
A l'heure actuelle, la majorité des lncRNA étudiés sont des lncRNAs "guides" pour les 
complexes de modifications de la chromatine.  
Le lncRNA "guide" le plus étudié est certainement XIST, qui a été décrit comme essentiel au 




uniquement chez la femelle à partir du chromosome X qui sera inactivé (Brown et al., 1992). 
L'expression de XIST permet de recruter le complexe de répression épigénétique PRC2 pour inactiver 
le futur chromosome Xi (inactive X) via la triméthylation H3K27 (Zhao et al., 2008). Le recrutement 
de PRC2 est réalisé grâce à un domaine conservé dans l'évolution de XIST, RepA (Repeat A), qui peut 
interagir avec la sous-unité méthyltransferase EZH2 de PRC2 (Maenner et al., 2010). Il y a un contrôle 
très fin du dosage pour l'inactivation du X dans les stades précoces du développement. En effet, les 
études de pertes de fonction chez l'animal ont démontré l'importance développementale de XIST 
puisque les femelles murines possédant un XIST muté d'origine paternelle décédaient in utero. Ces 
décès sont attribués à l'activation des deux chromosomes X dans les tissus embryonnaires, empêchant 
le développement de l'embryon (Marahrens et al., 1997). Il existe de nombreux exemples de lncRNA 
régulant l'expression génique en cis comme XIST. Le lncRNA ANRIL recrute le complexe PRC1 
(Polycomb Repressive Complex 1) via la sous-unité CBX7 (chromobox homolog 7), pour maintenir la 
répression transcriptionnelle du locus INK4 par une action de mono-ubiquitination de H2AK119 (Yap 
et al., 2010). A l'inverse, HOTTIP a été montré comme interagissant avec la protéine WDR5 (WD 
repeat domain 5), une sous-unité composant le complexe MLL/Trx (Trithorax) qui permet d'induire les 
modifications activatrices H3K4 triméthylation du locus HOXA (Wang et al., 2011b). 
Le recrutement de complexes épigénétiques peut s'effectuer soit en cis soit en trans. Par 
exemple, le lncRNA HOTAIR est exprimé à partir du locus HOXC sur le chromosome 12, et recrute 
PRC2 pour la régulation négative en trans du locus HOXD sur le chromosome 2 (Rinn et al., 2007a). 
À l'inverse, le lncRNA HOTTIP régule en cis le locus HOXA (Wang et al., 2011b).  
iii. Modifications de l'ADN 
Ces régulations épigénétiques induites par les lncRNAs ne sont pas que la conséquence de 
modifications post-traductionnelles des histones. Il existe également des lncRNAs intervenant dans les 
modifications de l'état de méthylation de l'ADN et des îlots CpG par le biais de recrutement d'ADN 
méthyltransférases. Les pRNAs (Promoter-associated RNAs) des gènes ribosomaux répriment par ce 
type de mécanisme l'expression des ARNr. En effet, il a été montré que ces transcrits complémentaires 
des promoteurs des ARNr peuvent former un triplex ARN/ADN avec ces régions régulatrices. Ce 
triplex est reconnu par l'ADN méthyltransferase DNMT3b qui va catalyser la réaction de méthylation 
de l'ADN, réprimant ainsi la transcription des ARNr (Schmitz et al., 2010). Il a également été montré 
que KCNQ1OT1 pouvait maintenir l'extinction allèle spécifique des gènes soumis à l'empreinte 
parentale via le recrutement de DNMT1 (Mohammad et al., 2010). À l'inverse, le lncRNA Evf2 a été 
décrit comme un inhibiteur de la méthylation des îlots CpG de l'enhancer de Dlx5/6 en séquestrant 
MECP2 (Methyl-CpG binding protein 2), permettant ainsi la modulation de l'expression de ces gènes 




iv. Mécanisme de ciblage? 
Les lncRNAs servent donc de "guide" ou "d'adaptateurs" pour recruter un ou même plusieurs 
complexes protéiques (Khalil et al., 2009). HOTAIR peut recruter PRC2 grâce à un domaine 
spécifique en 5' mais aussi le complexe LSD1 (Lysine-Specific Histone Demethylase)-CoREST avec 
un autre domaine en 3'. Cette combinaison augmente la répression des gènes cibles avec la 
triméthylation H3K27 réalisée par PCR2, et la déméthylation de H3K4m2 catalysée par LSD1-
CoREST (Tsai et al., 2010b) (Figure 40A). KCNQ1OT1 peut recruter à la fois PRC2 et G9a pour 
promouvoir deux marques de répression H3K27me3 et H3K9me3 (Pandey et al., 2008), et ANRIL 
interagit avec PRC1 mais également avec PRC2 pour la régulation de INK4 (Kotake et al., 2011) 
(Figure 40B). On peut ainsi concevoir que certains lncRNAs pourraient recruter et assembler 
différents facteurs de modifications de la chromatine pour permettre un ciblage génomique spécifique. 
 
Figure 40 : Représentation schématique du recrutement de complexes épigénétiques par les 
lncRNAs. A. Le lncRNA HOTAIR peut recruter à la fois PRC2 et LSD1-CoREST pour permettre la 
triméthylation H3K27 et la déméthylation de H3K4m2. B. Le lncRNA ANRIL peut recruter à la fois 
PRC2 et PRC2 pour promouvoir les marques répressives H3K27me3 et la mono-ubiquitination de 
H2AK119 (Adapté de Kaikkonen et al., 2011). 
En plus de cette capacité à lier plusieurs partenaires, les cibles des lncRNAs peuvent être 
également nombreuses. Afin de pouvoir documenter ces sites dans le génome, la technique de ChIRP 




permettant l'immunoprécipitation du lncRNA impliqué dans un complexe avec des protéines et l'ADN 
(Figure 41). Le séquençage de l'ADN immunoprécipité permet ainsi de mettre en évidence toutes les 
cibles des lncRNAs. De cette manière, on a pu observer l'occupation de TERC (Telomerase RNA 
component) au niveau des télomères, et que HOTAIR pouvait recruter PRC2 sur des centaines de sites 
dans le génome humain (Chu et al., 2011)(Chu et al., 2012). 
 
Figure 41 : Représentation schématique du protocole de ChIRP pour déterminer les régions 
génomiques avec lesquelles interagit un lncRNA. Après cross-linking par glutaraldéhyde et 
sonication, des sondes biotinylées sont hybridées au lncRNA ciblé. Le complexe 
lncRNA/ADN/protéines est immunoprécipité avec l'utilisation de billes magnétiques streptavidine et 
les sites cibles du lncRNA sont déterminés par séquençage. Les protéines partenaires peuvent être 
déterminées par western blot ou spectrométrie de masse (Adapté de Chu et al., 2012). 
Comment ces lncRNAs recrutent-ils des complexes de régulation épigénétique sur des régions 
spécifiques du génome? Cette question demeure sans réponse précise à l'heure actuelle, même s'il 
existe quelques pistes intéressantes. Une partie de la réponse réside dans l'homologie de séquence 
entre un lncRNA et sa cible, comme dans le cas des pRNAs, mais cela n'explique pas les multiples 
cibles génomiques pour certains de ces lncRNAs. Il a alors été suggéré d'autres mécanismes. Par 




région RepC (Repeat C) à interagir avec le facteur de transcription séquence-spécifique YY1. En effet, 
l'insertion ectopique dans le génome de motif de reconnaissance pour YY1 permet de mobiliser XIST à 
partir du Xi vers ces sites ectopiques (Jeon and Lee, 2011). Les lncRNAs peuvent également agir 
comme un échafaudage rapprochant un complexe additionnel pour potentiellement déterminer la 
spécificité comme HOTAIR qui fait interagir PRC2 et LSD1 (Tsai et al., 2010b). Un autre modèle 
d'interaction fait intervenir des boucles chromatiniennes, comme dans le cas de HOTTIP régulant en 
cis l'expression du locus HOXA (Figure 42). Lorsque HOTTIP est transcrit de manière ectopique dans 
le génome, il n'est pas capable de réguler l'expression du locus HOXA, suggérant un mécanisme 
indépendant de la séquence cible mais dépendant de la proximité spatiale. Ainsi, il a été montré que 
l'ARN endogène naissant HOTTIP est ramené à ses gènes cibles proximales via la formation d'une 
boucle chromatinienne, permettant ainsi le recrutement de complexe de régulation épigénétique (Wang 
et al., 2011b).  
 
Figure 42 : Représentation schématique de la régulation du locus HOXA par le lncRNA 
HOTTIP. HOTTIP active la transcription génique, en recrutant le complexe de régulation 
épigénétique WDR5/MLL responsable de la méthylation H3K4me3, et en modulant la formation d'une 
boucle de chromatine à l'extrémité du locus HOXA. Hexagone violet=H3K27me3 (répression) ; 






e. En tant que réservoirs à petits ARNs non codants 
Bien que n'étant pas une fonction à proprement parler et dépendante des 4 archétypes de mode 
d'action décrits précédemment, plusieurs travaux ont suggéré et démontré qu'une partie des lncRNAs 
pouvait être également processée en petits ARNs non codants et ainsi être des réservoirs à petits ARNs 
tels que les microARNs ou les snoARNs (Jalali et al., 2012). Il est important de noter que cette 
biogenèse de petits ARNs peut être la résultante de différents mécanismes: expression colinéaire du 
petit ARN et du lncRNA hôte à partir d'un promoteur commun, ou expression dépendante du 
mécanisme d'épissage. De plus, l'expression du petit ARN peut être également dépendante d'un 
promoteur interne et donc indépendante de l'expression du lncRNA. 
i. Réservoirs à microARNs 
Les plus décrits dans la littérature sont les lncRNAs contenant des microARNs. En effet, 
comme le clivage du microARN primaire induit par l'enzyme RNAse III Drosha conduit à au moins 
trois fragments d'ARNs, les microARNs sont rarement localisés dans des gènes codants. Au contraire, 
ils sont plus généralement localisés dans les introns et exons de gènes non codants (Cullen, 2004). 
Dans ce contexte, le lncRNA est un gène dit hôte. Il existe différents exemples et différents modèles 
de biogenèse de microARNs à partir de gène hôte (Figure 43). Le lncRNA peut être considéré comme 
le pri-miRNA qui sera ensuite classiquement clivé par Drosha. Dans un autre modèle, c'est l'intron 
contenant le microARN qui est épissé par le spliceosome, et reconnu comme substrat directement par 
l'enzyme Dicer. On appelle ce type de microARN, les mirtrons. De manière un peu plus particulière, la 
biogenèse de certains microARNs introniques  ne dépend ni de l'épissage, ni de la voie canonique de 
biogenèse des microARNs, mais reste dépendante du clivage réalisé par Drosha. On appelle ce type de 





Figure 43 : Modèles de biogénèse des microARNs. Voie simtron : l'excision des microARNs issus 
de l'intron du gène hôte est dépendante de Drosha et d'un potentiel partenaire encore inconnu. Les 
simtrons sont ensuite processés et exportés par un facteur inconnu et introduits dans le complexe 
RISC. Voie mirtron : Les mirtrons sont excisés du gène hôte par le spliceosome, débranchés, exportés 
par l'exportin 5, clivés par Dicer et entrent finalement dans le complexe RISC. Voie canonique : Les 
microARNs sont processés par Drosha et DGCR8, exportés par l'exportin 5, clivés par Dicer et entrent 
dans le complexe RISC. Les 3 voies produisent des microARNs fonctionnels (Adapté de Havens et al., 
2012). 
DLEU2 est un bon exemple de lncRNA en tant que gène hôte de microARNs. Ce lncRNA est 
reconnu comme le pri-miRNA par Drosha pour l'excision des microARNs miR15a/miR16-1. Par 
ailleurs Lerner et al. ont montré que l'expression de ces microARNs est entièrement dépendante de 
l'expression de DLEU2 (Lerner et al., 2009). Le lncRNA H19 est quant à lui reconnu comme le pri-
miRNA du miR-675. En effet, ce dernier est généré à partir du premier exon de H19 
vraisemblablement suite au clivage par Drosha (Cai and Cullen, 2007). Le microARN et la structure 
de l'exon de H19 sont conservés dans l'évolution et tous les deux sont notamment impliqués dans 
l'ostéoarthrite (Steck et al., 2012). Comme cité précédemment, H19 a également un rôle dans le 




qu'un lncRNA peut avoir une fonction moléculaire, indépendamment de son rôle en tant que gène hôte 
à petits ARNs non codants. 
ii. Réservoirs à snoARNs 
La majorité des snoARNs sont exprimés à partir d'introns de gènes hôtes, l'expression des 
snoARNs est donc dépendante de l'expression du gène hôte et de l'épissage consécutif. Il a ainsi été 
mis en évidence que ce gène hôte pouvait être un gène non codant tel que UHG (U22 Host Gene), un 
SnHG (Small Nucleolar RNA Host Gene) générant 8 snoARNs à partir de ses introns (U22 et U25 à 
U31) (Figure 44). Ce lncRNA d'environ 1kb ne présente qu'une conservation très limitée de ces exons, 
à l'inverse de ces introns, suggèrant son implication biologique qu'en tant que lncRNA producteur de 
snoARNs (Tycowski et al., 1996). Plusieurs autres SnHGs sont décrits dans la littérature comme des 
lncRNAs contenant des snoARNs comme U17HG et U19HG. GAS5 est un autre lncRNA de la classe 
des SnHGs qui a été initialement mis en évidence en 1988 comme un gène tumeur suppresseur 
surexprimé lors de l'arrêt de la croissance cellulaire (Schneider et al., 1988). Ce lncRNA contient 10 
snoARNs chez l'homme et l'équivalent murin de GAS5 contient 9 snoARNs, et sa fonction suppresseur 
de tumeur étant indépendante de sa fonction de producteur de snoRNAs (Sun et al., 2014b). 
 
Figure 44 : Exemple de lncRNA producteur de snoARNs. Le gène UHG conduit à la production de 
8 snoARNs après épissage de ses introns. 
iii. Autres petits ARNs non codants 
Un exemple tout à fait particulier d'autres petits ARNs non codants produits par des lncRNAs 
est produit par le lncRNA MALAT1.  En effet, MALAT1 peut être clivé en deux ARNs non codants, un 




une structure semblable à un ARNt appelé mascRNA (MALAT1-associated Small Cytoplasmic RNA) 
(Figure 45). La fonction de ce petit ARN n'est pas encore clairement définie mais il est suggéré qu'il 
pourrait servir de censeur à la production de MALAT1 ou de mimic à ARNt (Wilusz et al., 2008). 
 
Figure 45 : Biogenèse de MALAT1 mature et mascRNA. Le transcrit initial MALAT1 de 7kb est 
clivé par la RNase P en deux transcrits : MALAT1 mature de 6,7kb et un autre transcrit plus petit. Ce 
dernier est clivé par la Rnase Z en mascRNA mature (Adapté de Wilusz et al., 2008). 
f. Dans l'assemblage de structures nucléaires 
Mis à part toutes ces régulations moléculaires au niveau transcriptionnel, post-transcriptionnel, 
traductionnel et épigénétique, les lncRNAs sont également impliqués dans des fonctions un peu plus 
particulières. Par exemple, certains lncRNAs ont été impliqués dans la formation et le maintien de 
structures ou compartiments nucléaires spécifiques. J'ai cité précédemment les lncRNAs XIST, NEAT1 
et MALAT1. Chez la femelle placentaire, le "recouvrement" de XIST sur Xi conduit à la compaction de 
ce chromosome, qui est reconnu comme le corpuscule de Barr au niveau de l'enveloppe nucléaire. J'ai 
également mentionné la formation de structures particulières appelées paraspeckles par le lncRNA 
NEAT1 organisé sous forme de fibre. Le rôle de ces granules n'est pas clairement défini, mais ils 
pourraient jouer un rôle dans la rétention de certains ARNm (Bond and Fox, 2009). MALAT1 est quant 
à lui impliqué dans la formation des speckles nucléaires, des granules de taille variable considérées 






En résumé, nos connaissances sur les lncRNAs sont à l'heure actuelle encore insuffisantes, 
conduisant à la description d'une classe d'ARN très hétérogènes à la fois sur le plan de leur 
séquence/structure mais surtout concernant leurs mécanismes d'action. La figure 46 est une synthèse 
des différentes fonctions des lncRNAs décrites précédemment. 
 
Figure 46 : Représentation schématique des mécanismes de régulation impliquant les lncRNAs 
(Adapté de Villegas and Zaphiropoulos, 2015). 
Bien que la caractérisation fonctionnelle de dizaine de lncRNAs ait permis de mettre en 
évidence l'implication de ces molécules dans un champ très large de régulations moléculaires (de la 
régulation épigénétique à la régulation traductionnelle), une vaste majorité de ces transcrits reste 
encore méconnue. Il est également intéressant, voire fascinant, de spéculer que la vaste diversité de 
mécanismes de régulations épigénétiques, transcriptionnelles et post-transcriptionnelles, ne soit que le 
sommet de l'iceberg et que d'autres voies de modulation d'expression puissent être découvertes dans le 
futur. De plus, des lncRNAs tels que H19 ou GAS5 ont montré que les lncRNAs ne sont pas restreints 
à une seule fonction mais peuvent être bi- voir multi-fonctionnels. H19 par exemple, est à la fois un 
producteur de microARN, un séquestreur de microARN, et un guide pour des complexes de 




la régulation de la stabilité protéique, en facilitant l'ubiquitinylation de certaines protéines lors de la 
sénescence (Yoon et al., 2013). 
VI) Implications des lncRNAs dans les pathologies humaines 
Au vue des multiples processus moléculaires dans lesquels sont impliqués les lncRNAs, il peut 
paraitre logique de les voir impliqués et dérégulés dans les pathologies humaines, que ce soit dans les 
maladies génétiques, les infections ou les cancers. 
De par leur importance dans le développement, les loci soumis à l'empreinte parentale sont 
impliqués dans un certain nombre de maladies et de syndromes chez l'homme. L'extinction d'IGF2 ou 
l'expression biallélique du lncRNA H19 conduisent au syndrome de Silver-Russell. Les personnes 
touchées présentent un retard de croissance intra-utérin et post-natal. De plus, la méthylation aberrante 
de H19 est impliquée dans l'augmentation du risque de cancer, la présence d'anomalies à la naissance 
et dans le développement du syndrome de Beckwith-Wiedemann (DeBaun et al., 2002). Ce même 
défaut de méthylation du promoteur du lncRNA KCNQ1OT1 intervient également dans le syndrome 
Beckwith-Wiedemann (Higashimoto et al., 2006). Les patients atteints de cette pathologie présentent 
une macroglossie, un excès de croissance pré- et/ou post-natal, et des prédispositions au 
développement de tumeurs embryonnaires. 
Des analyses comparatives de transcriptome ont montré une expression différentielle de plus 
de 500 lncRNAs durant la réponse immunitaire à des infections virales, suggérant un rôle important de 
la part des lncRNAs dans la régulation de l'immunité (Peng et al., 2010). Gas5 a par exemple été lié à 
la susceptibilité de développer un lupus érythémateux disséminé dans des modèles murins, 
probablement à travers son effet immunosuppresseur de la réponse aux glucorticoïdes en tant que 
leurre (Haywood et al., 2006). Le lncRNA lncRNA-CD244 a quant à lui été impliqué dans la réponse 
immunitaire à l'infection par la tuberculose. Ce lncRNA, surexprimé chez les patients infectés par la 
tuberculose, inhibe l'expression d’IFN-γ/TNF-α par le recrutement de PRC2 au niveau de leurs 
promoteurs dans les cellules T CD8+. De plus, le transfert de cellules T CD8+ délétées du lncRNA 
dans des souris infectées par Mycobacterium Tuberculosis a montré une plus grande résistance à 
l'infection de ces animaux, démontrant ainsi l'impact de l'expression de lncRNA-CD244  dans la 
réponse immunitaire à la tuberculose (Wang et al., 2015b). 
Le lncRNA HI-LNC25 a été identifié comme spécifiquement exprimé dans les îlots du 
pancréas et significativement sous exprimé dans le diabète de Type 2. De plus, il semblerait que ce 
lncRNA régule l'expression du gène GLIS3, un facteur de transcription essentiel à la fonction normale 
des cellules bêta chez l'adulte (Morán et al., 2012). H19 semblerait être dérégulé également dans la 
régulation du métabolisme du glucose des muscles chez les patients atteints de diabète de type 2 (Gao 




mutation par GWAS (Genome-Wide Association Studies) dans le diabète de type 2, suggérant son 
implication dans cette pathologie (Pasmant et al., 2011). 
Un certain nombre de lncRNAs ont été impliqués dans des pathologies neurodégénératives. Le 
lncRNA BACE1-AS est surexprimé dans la maladie d'Alzheimer et régule la stabilité de l'ARNm de 
BACE1 (Liu et al., 2014). L'anti-sens du gène UCHL1 est également impliqué dans la maladie de 
Parkinson et d'Alzheimer (Carrieri et al., 2012). Le lncRNA Gomafu est sous-exprimé dans les 
neurones corticaux chez la souris après dépolarisation induite par le chlorure de potassium. Il a été 
montré par Barry et al. en 2014 que ce transcrit régulait l'épissage alternatif des ARNm de DISC1 
(Disrupted in schizophrenia 1) et ERBB4 (Erb-b2 receptor tyrosine kinase 4) (Barry et al., 2014). Il est 
intéressant de noter que ces changements d'épissage, notamment de DISC1, ont été associés à des 
troubles neurologiques comme la schizophrénie et la dépression (Thomson et al., 2013). 
VII) Implications des lncRNAs dans les cancers 
Le cancer est une maladie complexe, impliquant de vastes changements de l'expression 
génique pouvant participer à différents pans du développement cancéreux tels que la prolifération 
cellulaire, l'apoptose, la formation de métastases ou même l'angiogenèse. Les lncRNAs ont fourni une 
nouvelle vision de la biologie du cancer. C'est certainement dans les cancers que l'impact des lncRNAs 
est le plus décrit. Par ailleurs, une grande partie de ceux décrits dans la littérature ont été mis en 
évidence par des études transcriptomiques comparatives entre tissus sains et cancéreux. Bien que les 
mécanismes d'action de la plupart des lncRNAs dérégulés dans les cancers n'aient pas été 
complètement élucidés, la communauté scientifique a commencé récemment à poser des questions de 
plus en plus complexes telles que : est-ce que les lncRNAs peuvent être la cause sous-jacente des 
cancers? Est-ce qu'ils sont la conséquence de la maladie elle-même? Est-ce que la dérégulation de leur 
expression affecte la différenciation cellulaire, la croissance ou le potentiel métastatique? De manière 
intéressante, la majorité des lncRNAs fonctionnels semblent être impliqués dans la modulation de 
l'épigénome. Or les cancers sont clairement associés à des profils épigénétiques très perturbés par 
rapport aux tissus contrôles sains. Il existe des exemples de lncRNAs impliqués dans tous types de 
cancers, comme tumeurs suppresseurs ou oncogènes, certains étant même de bons biomarqueurs 
associés à différentes caractéristiques cliniques. De plus, on peut citer des exemples de lncRNAs 
impliqués dans tous les processus reliés aux cancers décrits par Hanahan et Weinberg en 2000, 
renforçant l'importance de l'étude de ces molécules dans ces pathologies (Hanahan and Weinberg, 
2000).  
a. Prolifération 
En 2011, Prensner et al. ont identifié plus d'une centaine de lncRNAs dérégulés dans le cancer 




a été caractérisé plus fonctionnellement. En effet, les auteurs ont montré qu'il était surexprimé dans les 
cancers de la prostate de haut grade et métastasés, qu'il était régulé par PRC2, et qu'il modulait 
l'expression de plus de 370 gènes incluant BRCA2 (Breast cancer 2). De plus, les expériences de 
surexpression et d'inhibition de ce lncRNA ont mis en évidence son effet pro-prolifératif drastique in 
vitro (Prensner et al., 2011)(Prensner et al., 2014). H19 est également dérégulé dans les cancers avec 
des surexpressions reportées dans plusieurs types de cancers comme le cancer de la vessie, du côlon ou 
du sein. Il a par ailleurs été montré que l'expression de H19  avait un effet positif sur la croissance 
tumorale et Luo et al. ont démontré qu'il augmentait la prolifération des cellules cancéreuses de la 
vessie en inhibant l'expression d'ID2 (Inhibitor of DNA binding/Differentiation 2) (Luo et al., 2013). 
b. Maintien de la croissance 
Un des mécanismes pour maintenir le taux de croissance élevé des cellules cancéreuses, est 
d'inhiber des suppresseurs de tumeur. Les lncRNAs PSF Inhibiting RNAs qui permettent la 
transcription du prot-oncogène GAG6 ont été observés comme surexprimés dans 9 lignées tumorales 
humaines, suggérant ainsi que l'expression de ces lncRNAs contribuent à la tumorigénicité (Song et 
al., 2004). ANRIL utilise un tout autre mécanisme pour inhiber les suppresseurs de tumeurs. En effet, 
ce lncRNA réprime l'expression de p15 (INK4B), un suppresseur de tumeur bien connu, et la déplétion 
de ANRIL in vitro permet l'expression de p15 et l'inhibition de la prolifération (Kotake et al., 2011). 
Une autre étude a mis en évidence que ANRIL était surexprimé dans le cancer de la prostate et qu'il 
pouvait également recruter le complexe PRC1 pour réprimer p16 et p14 (Yap et al., 2010). Ce lncRNA 
est par ailleurs associé à un mauvais pronostic dans d'autres cancers comme le carcinome hépatique 
(Huang et al., 2015), le cancer du poumon (Lin et al., 2015) et dans le cancer ovarien séreux (Qiu et 
al., 2015). 
A l'inverse, GAS5 est un lncRNA se comportant comme un suppresseur de tumeur, notamment 
via l'inhibition de la réponse aux glucocorticoïdes rendant les cellules plus sensibles à l'apoptose (Kino 
et al., 2010). En effet, l'expression de GAS5 induit l'arrêt de croissance et l'apoptose dans des lignées 
tumorales de la prostate et du sein, et une sous-expression de GAS5 a été notée dans des cancers du 
sein  (Mourtada-Maarabouni et al., 2009).  
c. Apoptose et sénescence 
Associées à la prolifération excessive, les cellules cancéreuses présentent également un défaut 
dans la régulation de la mort cellulaire, et plus particulièrement dans les mécanismes d'échappement 
au processus d'apoptose. En 2000, Srikantan et al. ont découvert un lncRNA surexprimé dans le cancer 
de la prostate, PCGEM1 (Prostate-specific transcript 1) (Srikantan et al., 2000). Les études suivantes 
ont mis en évidence son effet anti-apoptotique. En effet, la surexpression de PCGEM1 dans une lignée 




retard de l'induction de p53 et p21, et une réduction du clivage de caspase 7 et PARP (Poly(ADP-
ribose) polymerase). De plus, il semblerait que ce mécanisme soit androgèno-dépendant puisque 
inexistant dans les lignées cancéreuses prostatiques sans récepteurs aux androgènes (Fu et al., 
2006)(Petrovics et al., 2004). Dans une autre étude, les auteurs ont comparé les transcriptomes de 
lignées de mélanomes avec des mélanocytes et kératinocytes normaux, et mis en évidence la 
surexpression dans le mélanome du lncRNA SPRY4-IT1. Ce lncRNA, dérivé de l'intron du gène 
SPRY4 (Sprouty RTK signaling antagonist 4), est principalement nucléaire, et les expériences 
d'inhibition de ce lncRNA ont montré une augmentation de l'apoptose et une diminution de l'invasion 
(Khaitan et al., 2011). Cependant, les mécanismes impliqués dans son effet anti-apoptotique ne sont 
pas encore connus. ANRIL est également impliqué dans la sénescence cellulaire. En effet, il a été 
montré dans des modèles de cancer gastrique qu'il régulait l'expression de miR-99a et miR-449a par 
répression épigénétique (Zhang et al., 2014a). Le miR-99a est un inhibiteur de la prolifération dans le 
carcinome hépatocellulaire (Li et al., 2011), et miR-499a induit l'arrêt du cycle cellulaire et la 
sénescence dans les cellules cancéreuses de la prostate (Noonan et al., 2010). 
A l'inverse, le lncRNA PINT (p53 induced transcript), régulé par p53 et sous-exprimé dans les 
cancers colorectaux, est responsable de l'arrêt du cycle cellulaire et promeut l'apoptose 
indépendamment des dommages à l'ADN via des régulations épigénétiques dans lesquelles intervient 
PRC2 (Marín-Béjar et al., 2013).  
d. Angiogenèse 
Ce processus est nécessaire à la croissance, à l'augmentation de la masse et de la taille des 
tumeurs. L'angiogenèse est généralement régulée par le facteur clé HIFα (Hypoxia Induced Factor 
Alpha) qui est nécessaire à l'activation de gènes induits par l'hypoxie et la stabilisation de p53 au cours 
de l'hypoxie. Il a été mis en évidence un lncRNA anti-sens de HIFα et complémentaire de sa région 
3'UTR, aHIF (Thrash-Bingham and Tartof, 1999). Plusieurs études ont montré que l'hypoxie, et plus 
précisément l'hypoxie prolongée (>12h), induisait l'expression de aHIF (par les protéines HIF) pour 
diminuer HIFα en augmentant la dégradation de l'ARNm (Rossignol et al., 2002)(Uchida et al., 2004). 
Cette régulation forme donc une boucle de rétrocontrôle modulant la réponse à l'hypoxie. Le lncRNA 
aHIF est exprimé dans plusieurs tissus sains et dérégulé dans plusieurs types de cancers (Thrash-
Bingham and Tartof, 1999)(Rossignol et al., 2002). De plus, ce lncRNA peut être associé à un 
mauvais pronostic dans le cancer du sein (Cayre et al., 2003). 
Le lncRNA-LET (‘low expression in tumor’) est sous-exprimé dans les carcinomes hépatiques 
et pulmonaires et dans le cancer colorectal. Il a été montré que l'expression de HDAC3, induite par 
l'hypoxie, réprimait l'expression de lncRNA-LET dans ces différents cancers. De plus, l'expression 




augmentait l'invasion dans des modèles de xénogreffes (Yang et al., 2013). La diminution d'expression 
de ce lncRNA a également été associée à la stabilisation de NF90 (Nuclear Factor 90), qui est 
nécessaire à l'induction de l'hypoxie des cellules cancéreuses, suggérant fortement le rôle de lncRNA-
LET en tant que régulateur dans la signalisation de l'hypoxie (Tominaga-Yamanaka et al., 2012). 
e. Invasion et Métastases 
MALAT1 (Metastasis associated lung adenocarcinoma transcript 1) est surexprimé dans 
plusieurs cancers comme le cancer du poumon (Ji et al., 2003) ou le sarcome endométrial (Yamada et 
al., 2006). Tano et al. ont mis en évidence l'implication de MALAT1 dans la formation de métastases 
dans les cancers. En effet, la surexpression de ce lncRNA augmente la motilité cellulaire de lignées 
cancéreuses pulmonaires par la régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle de gènes comme 
CCT4 (Chaperonin containing TCP1, subunit 4), PTBP3 (polypyrimidine tract binding protein 3), et 
de gènes impliqués dans la régulation du cytosquelette et de la matrice extracellulaire (Tano et al., 
2010). De plus, l'extinction de MALAT1 dans une lignée de cancer cervical réprime la prolifération et 
la capacité de migration de ces cellules avec une surexpression de Caspase 8 et 3, BAX (BCL2-
associated X protein), et une sous-expression de Bcl-2 (B-cell CLL/lymphoma 2) et Bcl-xL (Guo et 
al., 2010). 
HOTAIR  est également impliqué dans ce processus. A la lumière de son importance dans la 
régulation transcriptionnelle et épigénétique, il n'est pas étonnant de le voir dérégulé dans divers 
cancers comme le carcinome hépatique (Yang et al., 2011), le cancer colorectal (Kogo et al., 2011) ou 
le cancer du sein (Gupta et al., 2010). Dans le cancer du sein, l'expression de HOTAIR est associée à la 
progression tumorale ainsi qu'au stade métastatique. À l'inverse, l'extinction de HOTAIR inhibe 
l'invasion cellulaire des cellules cancéreuses épithéliales. Les expériences de ChIRP ont montré qu'il y 
avait parmi les nombreuses cibles de HOTAIR, des gènes impliqués dans le processus métastatique 
(Chu et al., 2012).  
f. Immortalité réplicative 
Le potentiel de division presque illimité des cellules cancéreuses est associé au maintien des 
télomères afin d'empêcher la sénescence cellulaire. Ce processus est dépendant en grande partie de 
l'activité de la télomèrase, exprimée et active dans la majorité des cancers (Bryan et al., 1997). 
La télomèrase est constituée de deux unités : la reverse transcriptase TERT (Telomerase 
Reverse Transcriptase) et un ARN non codant, TERC (Telomerase RNA Component). 
L'immortalisation des cellules par la synthèse des télomères est dépendante de TERC, qui sert de 
matrice à TERT pour la transcription reverse. Une amplification de l'expression de TERC en plus de 




cervical (Nowak et al., 2006)(Andersson et al., 2006). De manière intéressante, il a été montré que les 
régions subtélomériques et télomériques peuvent être transcrites en ARNs non codants appelés 
TERRAs (Telomeric repeat-containing RNA). Ces lncRNAs interagissent, d'une part avec la 
composante ARN de la télomèrase, et avec la sous unité reverse transcriptase de la télomèrase TERT 
d'autre part. Ainsi, ces lncRNAs TERRAs agissent par compétition avec l'ADN télomèrique et inhibent 
la fonction de la télomèrase (Figure 47)(Redon et al., 2010). De plus, l'inhibition de l'expression de ces 
lncRNAs est nécessaire à l'activité de la télomèrase pour le maintien des télomères et l'immortalité 
réplicative (Ng et al., 2009).  
 
Figure 47 : Représentation schématique de l'inhibition de l'activité Télomérase induite par les 
lncRNAs TERRA. 
Pour l'heure, il n'y a pas de preuve pertinente quant à la dérégulation potentielle, l'extinction 
ou la mutation des lncRNAs TERRA dans le cancer. Nous savons en revanche que ces lncRNAs sont 
fortement exprimés dans les tissus adultes sains avec peu ou pas d'activité télomèrase, et faiblement 








VIII) Mécanismes de dérégulations des lncRNAs dans les cancers 
Il n'y a que peu de données décrivant des mécanismes intervenant dans la dérégulation de 
l'expression des lncRNAs dans les cancers. La majorité des dérégulations des lncRNAs, associées aux 
cancers et qui ont été caractérisées, sont la conséquence de dérégulations transcriptionnelles et 
épigénétiques. Il existe également quelques travaux qui ont mis en avant les événements génétiques 
pouvant directement affecter l'expression des lncRNAs dans le cancer. Un de ces rares exemples est 
l'amplification du lncRNA PVT-1. Ce lncRNA est situé sur le chromosome 8q24 et de fréquentes 
amplifications de cette région ont été rapportées et associées à une survie diminuée (Popescu and 
Zimonjic, 2002). Le gène PVT-1 est donc fréquemment amplifié et surexprimé dans le cancer du sein 
et de l'ovaire (Guan et al., 2007), ainsi que dans le cancer colorectal où cette surexpression est associée 
à une inhibition de l'apoptose et à un mauvais pronostic (Takahashi et al., 2014). Des altérations du 
nombre de copies d'une région du chromosome 3q13.31, contenant les lncRNAs BC040587 et 
LOC285194, ont également été rapportées dans des cas d'ostéosarcomes. Il est intéressant de noter que 
le lncRNA LOC285194 a été décrit comme un suppresseur de tumeur en inhibant la prolifération, et sa 
délétion est associée à un mauvais pronostic chez les patients atteints d'ostéosarcomes (Pasic et al., 
2010). De manière intéressante, il existe des translocations chromosomiques impliquant les lncRNAs. 
Nakamura et al. ont ainsi mis en évidence la translocation t(1;3)(q25;q27) générant la fusion du gène 
BCL6 (B-cell CLL/Lymphoma 6) avec GAS5 chez un patient atteint de lymphome diffus à grandes 
cellules B (Nakamura et al., 2008). 
IX) Biomarqueurs et potentiel clinique 
Le fait que les lncRNAs puissent présenter une expression plus tissu-spécifique avec des 
variations d'expressions très larges entre les tissus par rapport aux gènes codants, suggère qu'ils sont 
potentiellement de bons candidats en tant que biomarqueurs ou de cibles. Un certain nombre d'entre 
eux sont associés à des paramètres cliniques, comme la réponse aux traitements, la survie, la rechute, 
etc… A titre d'exemples, XIST est fortement associé à la DFS (Disease Free Survival) chez les patients 
avec un cancer ovarien traité au Taxol (Huang et al., 2002), et MALAT1 est un bon marqueur 
pronostique indépendant de la survie dans les premiers stades de l'adénocarcinome du poumon (Ji et 
al., 2003b). Certains lncRNAs sont particulièrement spécifiques du tissu néoplasique comme CCAT1, 
uniquement exprimé par les cellules cancéreuses du côlon, suggérant que les lncRNAs pourraient être 
de bons marqueurs diagnostiques. Une méthode élégante de détection in vitro, ex vivo et surtout in situ 
a été développée par Kam et al.. En effet, les auteurs ont mis au point une sonde beacon spécifique de 
CCAT1 lié à un PNA (Peptid Nucleic Acid) pour mettre en évidence le tissu tumoral par rapport au 
tissu sain à partir d'échantillons sur lame (Kam et al., 2013) (Figure 48). HULC (Hepatocellular 
carcinoma up-regulated long non-coding RNA) est un lncRNA compétiteur du miR-372, fortement 




mais n'est pas exprimé dans le cancer colorectal primaire ni dans les métastases non hépatiques 
(Matouk et al., 2009)(Panzitt et al., 2007). Une autre particularité de HULC est qu'il peut être 
facilement détecté dans le sang des patients présentant un carcinome hépatocellulaire par RT-qPCR. 
Mais l'exemple le plus pertinent à l'heure actuelle est le lncRNA PCA3. Ce lncRNA est exclusivement 
exprimé et associé au cancer de la prostate. Par ailleurs, PCA3 est sécrété dans les urines des patients 
(de Kok et al., 2002). Ces caractéristiques particulièrement intéressantes ont mené au développement 
d'un test urinaire quantifiant le niveau d'expression de PCA3 pour une utilisation clinique : Progensa™ 
PCA3 urine Test (Durand et al., 2011). C'est un avantage non négligeable au diagnostic du cancer de 
la prostate, et qui permet d'éviter la répétition des biopsies. 
 
Figure 48 : Détection de CCAT1 dans les tissus sains et tumoraux en paraffine à l'aide d'une 
sonde beacon. CCAT1 n'est détecté que dans l'adénocarcinome colorectal (photo de droite) dans 
pratiquement toutes les cellules tumorales alors que l'on n'observe qu'un faible bruit de fond de 
fluorescence dans le tissu sain (photo de gauche) (Adapté de Kam et al., 2013). 
Il est bien évidemment très prématuré de parler de ciblage des lncRNAs dans le cancer, même 
si des stratégies d'inhibition via l'utilisation de molécules inhibitrices d'interactions avec certaines 
protéines sont envisagées. Mais l'utilisation de l'expression tissu-spécifique des lncRNA a été mise à 
profit dans des traitements génétiques plus ciblés. En effet, l'expression du lncRNA H19 est fortement 
augmentée dans une grande variété de cancers, avec de grandes différences d'expressions par rapport 
au tissu sain adjacent. Le plasmide BC-819 (DTA-H19) a alors été développé avec un gène codant 
pour la sous-unité A de la toxine diphtérique sous la régulation du promoteur de H19 (Amit and 
Hochberg, 2010). Le plasmide peut être utilisé par injections intra-tumoral ou même en aérosol, 
induisant l'expression de la toxine diphtérique spécifiquement dans la tumeur. Il y a déjà eu quelques 
essais chez l'homme avec des résultats encourageants dans différents types de cancer comme le cancer 
du poumon ou de la vessie (Hasenpusch et al., 2011)(Sidi et al., 2008). 
Nos connaissances concernant la fonction et l'impact de la dérégulation des lncRNAs se sont 




littérature,  le nombre de lncRNAs caractérisés reste très faible par rapport au nombre total de 
transcrits annotés. De plus, un grand nombre de mécanismes d'actions restent incomplets mais leur 
intérêt en tant qu'acteur, biomarqueur, diagnostic ou pronostic est certain. Toutes les études d'analyses 
de profils d'expression de lncRNAs ont mis en évidence des lncRNAs dérégulés dans de nombreuses 
pathologies, notamment dans les cancers. Mais il n'y a pour l'heure que très peu de données dans les 
cancers hématologiques, et plus spécialement chez les patients atteints de leucémies aiguës 
myéloblastiques. 
X) LncRNAs et hématopoïèse normale 
L'hématopoïèse est le processus par lequel sont produits et renouvelés tous les éléments 
figurés du sang. Ce processus s'effectue au sein de la moelle osseuse par étapes successives à partir de 
la cellule souche hématopoïétique. En réponse à des signaux exogènes, ces cellules multi-potentes 
peuvent se différencier en érythrocytes (globules rouges), en cellules myéloïdes ou lymphoïdes 
(globules blancs) ou en thrombocytes (plaquettes). On distingue quatre compartiments le long de la 
différenciation hématopoïétique : les cellules souches hématopoïétiques, les progéniteurs s'engageant 
dans l'une ou l'autre lignée, les précurseurs qui se divisent et maturent, et les cellules matures 
différenciées et fonctionnelles. Ce processus nécessite un microenvironnement médullaire particulier 
avec l'intervention de facteurs de croissance pour s'engager dans les différents lignages comme l'IL-7 
(Interleukine 7), l'EPO (Erythropoïétine), le TPO (ThromboPoïétine) et le GM-CSF. De plus, cette 
différenciation est sous la dépendance de facteurs de transcription spécifiques et nécessaire comme 
PAX5, PU-1 ou GATA-1. 
 




A ce jour, il y a très peu d'exemples de lncRNAs intervenant dans l'hématopoïèse (Tableau). Je 
vais donc détailler les exemples les plus pertinents dans les différents lignages hématopoïétiques. 
Lignages lncRNAs impliqués 
Cellules souches 
hématopoïétiques 
H19 (Venkatraman et 
al., 2013) 
lncHSC-1 et 2 (Luo et 
al., 2015) 
 
Granulocytaire EGO (Wagner et al., 
2007) 
HOXA-AS (Zhao et al., 
2013) 
HOTAIRM1 (Zhang et 
al., 2009) 
Dendritique lnc-DC (Wang et al., 
2014) 
  
Erythrocyte EPS (Hu et al., 2011) EC7 (Alvarez-
Dominguez et al., 
2014) 
 
Lymphoïde linc-MAF-4 (Ranzani 
et al., 2015) 
GATA3-AS1 (TH2) 
(Zhang et al., 2013) 
NEST (TH1) (Collier et 
al., 2014) 
 
Tableau 5 : Liste des lncRNAs impliqués dans les différents lignages hématopoïétiques. 
Dans les LT-HSCs (Long Term Hematopoietic Stem Cell), H19 est fortement exprimé puis 
son expression diminue dès le stade ST-HSCs (Short Term Hematopoietic Stem Cell). La perte de 
l'expression maternelle de H19 in vivo conduit à une diminution des LT-HSCs et une augmentation 
des ST-HSCs suggérant un impact de ce lncRNA dans le maintien de ces cellules hématopoïétiques. 
Les cellules souches hématopoïétiques déficientes en H19 entrent plus facilement en cycle, provoquant 
une augmentation de la prolifération et une perte de l'auto-renouvèlement (Venkatraman et al., 2013). 
Ainsi H19 semble nécessaire à la quiescence des cellules souches hématopoïétiques. Plus récemment, 
Luo et al. ont mis en évidence que les lncRNAs lncHSC-1 et 2 étaient impliqués dans l'auto-
renouvèlement et l'engagement dans les différents lignages hématopoïétiques par des mécanismes de 
régulation épigénétique, impliquant des facteurs clés de l'hématopoïèse tel que E2A (Luo et al., 
2015b). 
Il existe plusieurs exemples de lncRNA impliqués dans la différenciation érythroïde. En 2011, 
Hu et al. ont identifié chez la souris le lncRNA EPS (Erythroid ProSurvival lncRNA) régulant 
positivement la différenciation terminale érythroïde. Ce lncRNA n'est pas exprimé dans les autres 
lignages hématopoïétiques et sa surexpression promeut la survie des érythrocytes en inhibant 
l'expression de gènes pro-apoptotiques Picard et Cideb chez la souris (Hu et al., 2011). D'autres études 
ont identifié des lncRNAs spécifiques et potentiellement régulateurs du lignage érythroïde chez la 




TAL1 (T-cell acute lymphocytic leukemia 1) et KLF1 (Kruppel-like factor 1). On peut citer le 
lncRNA EC7 transcrit à partir de la région enhancer du gène SLC4A1, un transporteur membranaire 
des anions dans les globules rouges impliqués dans l'anémie hémolytique. La déplétion de EC7 inhibe 
l'expression de SLC4A1, la maturation des érythrocytes, la diminution de la taille cellulaire et 
l'énucléation ex vivo (Alvarez-Dominguez et al., 2014). Une deuxième étude similaire a identifié des 
lncRNAs spécifiques des érythroblastes humains (dont 4 en communs avec l'étude précédente), des 
mégacaryocytes, et des précurseurs mégacaryocyte/érythroïdes murins. Quelques-uns de ces lncRNAs 
sont également régulés par les facteurs de transcription, GATA1 et TAL1, et nécessaires à la 
différenciation terminale des érythrocytes. Cependant, seulement 15% des lncRNAs identifiés dans les 
érythrocytes murins sont conservés et exprimés chez l'homme (Paralkar et al., 2014).  
Les seuls exemples de lncRNAs impliqués dans la différenciation myéloïde granulocytaire 
sont EGO, HOXA-AS2 et HOTAIRM1. EGO (Granule Ontogeny lncRNA) est un lncRNA anti-sens 
intronique du gène ITPR1 (Inositol 1,4,5-TrisPhosphate Receptor type 1), qui est exprimé à partir des 
progéniteurs hématopoïétiques CD34+ jusqu'aux cellules éosinophiles matures. Ce lncRNA permet 
l'expression de MBP (Major Basic Protein) et d'EDN (Eosinophil Derived Neurotoxin), des protéines 
nécessaires au bon fonctionnement des cellules éosinophiles (Wagner et al., 2007). HOXA-AS2 est un 
lncRNA surexprimé lors de la différenciation myéloïde de la lignée promyélocytaire NB4 induite par 
l'acide rétinoïque. Au cours de ce processus, il semble que ce lncRNA joue un rôle d'inhibiteur de 
l'apoptose (Zhao et al., 2013). HOTAIRM1 (HOXA transcript antisens RNA, Myeloid specific 1) est 
également un lncRNA anti-sens du cluster HOXA. Ce lncRNA a été identifié comme étant surexprimé 
lors de la différenciation granulocytaire induite par l'acide rétinoïque de lignées cellulaires LAP et de 
progéniteurs myéloïdes. La délétion de HOTAIRM1 dans la lignée LAP NB4 conduit à la sous 
expression de gènes HOX tels que HOXA1 et HOXA4 et de gènes intervenant dans la différenciation 
granulocytaire tels que CD11b et CD18 (Zhang et al., 2009). De plus, la sous expression de 
HOTAIRM1 provoque un retard de la différenciation induite par l'acide rétinoïque in vitro, et une 
diminution des gènes associés à l'activation granulocytaire, la défense immunitaire et la maturation 
(Zhang et al., 2014).  
Des lncRNAs ont également été identifiés dans la différenciation des monocytes en cellules 
dendritiques (DC). Le lnc-DC est un lncRNA cytoplasmique régulé par PU.1, qui active le facteur de 
transcription nécessaire à la différenciation dendritique STAT3 (Signal transducer and activator of 
transcription 3). Dans ce processus, lnc-DC interagit directement avec STAT3 et empêche son 
inactivation par déphosphorylation médiée par SHP-1 (Src Homology region 2 domain-containing 
phosphatase-1). De plus, son inactivation conduit à un défaut de différenciation des cellules 
dendritiques in vitro, associé à la perte d'expression de facteurs nécessaires à leur fonction d'activateur 
des lymphocytes T comme les facteurs CD40, CD80, CD86, et HLA-DR pour la présentation de 




L'exemple le plus pertinent de lncRNA intervenant dans la lignée lymphocytaire est le 
lncRNA linc-MAF-4 impliqué dans la balance entre différenciation lymphocytaire TH1/TH2 (T 
Helper). Ce lncRNA est spécifiquement exprimé dans les lymphocytes TH1 dans lesquelles il semble 
réguler négativement les facteurs de transcription lymphocyte TH1-spéciques MAF par le biais du 
recrutement de LSD1 et PRC2. En effet, l'inhibition de linc-MAF-4 au cours de la différenciation 
lymphocytaire conduit à une différenciation biaisée vers un phénotype TH2 (Ranzani et al., 2015). 
De manière intéressante, très peu de ces lncRNAs décrits comme intervenant dans le processus 
normal d'hématopoïèse ont été associés aux hémopathies. 
XI) LncRNAs et hémopathies malignes 
Comme dans l'hématopoïèse normale, il y a peu d'exemples de lncRNAs impliqués dans les 
hémopathies malignes, je m'attacherai donc à décrire les exemples les plus pertinents. 
Hémopathies lncRNAs impliqués 
Leucémie lymphoïde 
chronique 





LUNAR (Trimarchi et 
al., 2014) 
T-ALL-R-LncR1 




BARL2 (Fernando et 
al., 2015) 
  
Lymphome FAS-AS1 (Sehgal et 
al., 2014) 







H19 (Guo et al., 2014) BGL3 (Guo et al., 
2015) 
 




Tableau 6 : Liste des lncRNAs impliqués dans les différentes hémopathies malignes. 
Dans la leucémie aiguë lymphoblastique T (LAL-T), la plupart des événements oncogéniques 
conduisent à une sur-activation de la voie Notch. Le lncRNA LUNAR1 (Leukemia-induced Non-
coding Activator RNA) est un lncRNA oncogénique qui promeut la croissance cellulaire dans cette 
pathologie, en augmentant l'expression d’IGF1R et de la voie de signalisation d'IGF1 in vitro. Dans ce 
contexte, LUNAR1 est activé par la voie Notch, et agit comme un enhancer ARN recrutant le 




LUNAR1 présentent une capacité de prolifération diminuée en xénogreffes (Trimarchi et al., 2014). 
Récemment, l'analyse d'expression des lncRNAs dans la leucémie aiguë lymphoblastique B (LAL-B) a 
mis en évidence l'impact de l'expression du lncRNA BARL-2 (B-ALL-associated long RNAs-2) qui 
était corrélée à un mauvais pronostic. Ce lncRNA oncogénique augmente la croissance cellulaire, 
diminue l'apoptose et la réponse aux traitements utilisés dans ce type d'hémopathie (Fernando et al., 
2015). 
H19 impliqué dans l'hématopoïèse normale est aussi impliqué dans les hémopathies et plus 
particulièrement dans la leucémie myéloïde chronique (LMC) avec translocation BCR-ABL. Dans des 
lignées de LMC, H19 est régulé positivement par MYC et la sous expression de H19 diminue la 
prolifération et la formation de tumeurs en xénogreffe. Il a été suggéré que cette caractéristique 
oncogénique de H19 était la conséquence de sa fonction en tant qu'ARN compétiteur de 
l'oncosuppresseur microARN let-7 (Guo et al., 2014). À l'inverse, le lncRNA BGL3 (Beta Globin 
Locus 3) est un lncRNA suppresseur de tumeur dans la LMC avec translocation BCR-ABL. En effet, il 
a été montré qu'il régulait positivement l'expression du suppresseur de tumeur PTEN en agissant 
comme un ARN compétiteur des microARNs ciblant PTEN, miR-13 et miR-20a. De plus, l'expression 
de ce lncRNA dans une lignée cellulaire BCR-ABL positive conduit à une diminution de la capacité de 
survie et à une augmentation de l'apoptose induite par l'Imatimib, un inhibiteur de tyrosine kinase 
utilisé dans cette pathologie (Guo et al., 2015).  
En 2013, Yildirim et al. ont montré l'impact de Xist dans le cancer à l'aide de modèles murins 
de délétion conditionnelle de Xist dans les cellules hématopoïétiques. Les auteurs ont pu observer chez 
ces animaux le développement d'organomégalies lymphoïdes massives, d'infiltrats lymphoïdes et de 
leucémies myéloïdes létales. De plus, la moelle osseuse de ces animaux présente des défauts comme 
une myélofibrose et une dysplasie multi-lignage, récapitulant la progression de syndromes 
myéloprolifératifs humains. Les cellules souches hématopoïétiques présentent également des 
marqueurs aberrants de maturation et d'auto-renouvèlement, et leurs transplantations dans un 
environnement sauvage conduit au transfert de la maladie. D'un point de vue mécanistique, la 
déficience de Xist dans les cellules souches hématopoïétiques conduit à une réactivation du 
chromosome X inactif et à la dérégulation de facteurs impliqués dans les leucémies myéloïdes comme 
GATA1, FLT3, MYB et CSF1 (Colony stimulating factor 1) (Yildirim et al., 2013). 
XII) LncRNAs dans la leucémie aiguë myéloblastique 
Les 1ers lncRNAs qui ont été associés aux LAMs sont H19 et MEG3. Une étude sur 32 cas de 
LAMs a rapporté une sous expression de H19 et une autre étude a montré une hyperméthylation du 
promoteur de MEG3 associées à un mauvais pronostic. Mais aucune étude n'est réellement allée plus 




ailleurs, il n'existe que très peu d'études établissant le lien entre lncRNAs et LAMs et celles-ci sont 
généralement centrées sur des entités très spécifiques. 
Récemment, une nouvelle technique de R3C (RNA-guided Chromatin Conformation Capture) 
a été développée pour permettre d'identifier les lncRNAs interagissant avec une région 
chromosomique donnée. L'ARN est rétro-transcrit en ADNc biotinylé (en présence de dCTP-biotine) 
et ligué à l'ADN génomique adjacent après digestion enzymatique. Le complexe ADNc/ADN est 
purifié par l'utilisation de billes streptavidine et analysé par PCR (Zhang et al., 2014b). Par cette 
technique, deux lncRNAs ont été identifiés dans des loci impliqués dans les leucémies, RUNXOR et 
IRAIN. 
Le lncRNA RUNXOR (RUNX1 overlapping RNA) a été identifié comme étant transcrit à 
proximité du gène RUNX1, recouvrant le gène codant et pouvant interagir avec le promoteur de ce 
dernier. Ce lncRNA intervient dans la mise en place de boucles intrachromatiniennes entre l'enhancer 
et le promoteur de RUNX1. Les auteurs de ce travail ont observé que RUNXOR était surexprimé dans 
les lignées cellulaires LAM et chez les patients. De manière surprenante, il ne semble pas qu'il y ait 
une corrélation d'expression entre RUNX1 et RUNXOR. Afin d'identifier les régions génomiques avec 
lesquelles le lncRNA pouvait interagir, Wang et al. ont développé la RAT (Reverse Transcription-
associated Trap). Cette méthode permet d'identifier les régions génomiques cibles des lncRNAs par 
immunoprécipitation de  l'ADNc biotinylé en complexe avec l'ADN génomique (Figure 50).  
 
Figure 50 : Représentation schématique du protocole de RAT pour déterminer les interactions 
ARN/ADN. Le lncRNA ciblé est rétro-transcrit de façon spécifique en présence de dCTP biotinylés. 
Le complexe ADNc-biotine/ADN génomique est digéré et immunoprécipité à l'aide billes 
magnétiques streptavidine. La région génomique avec laquelle interagit le lncRNA est identifiée par 




Par cette méthode, il a été mis en évidence que RUNXOR interagissait avec des régions 
fréquemment associées aux translocations avec RUNX1. C'est un travail particulièrement intéressant, 
puisque cela suggère que RUNXOR intervient dans la formation de boucles interchromatiniennes 
potentiellement impliquées dans la génération de translocations de RUNX1 retrouvées dans les LAMs 
(Wang et al., 2014a) (Figure 51). Le lncRNA IRAIN a également été identifié par cette méthode de 
R3C. IRAIN est un lncRNA anti-sens exprimé à partir d'un promoteur intronique du locus IGFR1, un 
locus impliqué dans l'augmentation de la croissance cellulaire. Ce lncRNA est surexprimé dans des 
lignées cellulaires LAMs et chez les patients LAMs avec caryotypes complexes associés à un mauvais 
pronostic. Tout comme pour RUNXOR, IRAIN permet la formation de boucles chromatiniennes entre 
le promoteur de IGFR1 et un enhancer distant. Cependant, il n'y a pas de donnée quant à la corrélation 
d'expression entre IRAIN et IGFR1 (Sun et al., 2014a). 
 
Figure 51 : Représentation schématique des interactions entre le lncRNA RUNXOR et 
différentes régions du génome fréquemment impliquées dans des translocations avec le gène 
RUNX1 (Adapté de Wang et al., 2014a). 
Emmrich et al. ont étudié les deux lncRNAs hôtes des microARNs miR-99a ~ 125b-2 et miR-
100 ~ 125b-1, miR100HG et MONC (ou MIR99AHG) (Emmrich et al., 2014). Ces microARNs ont 
clairement été associés à la promotion de la leucémie aiguë mégacaryoblastique. Dans cette 
hémopathie maligne, ces lncRNAs sont surexprimés et leurs expressions sont corrélées à l'expression 
de leurs microARNs introniques respectifs. De plus, MONC participe au blocage de la différenciation 
myéloïde indépendamment de sa fonction de producteur des microARNs. En effet, il a été montré 




la prolifération des progéniteurs érythroïdes, lorsqu'il était surexprimé dans les cellules souches et 
progénitrices de sang de cordon (Emmrich et al., 2014).  
Très récemment, un lncRNA a été associé aux LAMs avec mutation du gène CEBPα. En effet, 
Hughes et al. ont montré que la forme sauvage de CEBPα se fixait au promoteur du lncRNA 
oncogénique UCA1 (Urothelial Carcinoma Associated 1) et réprimait son expression. A l'inverse, la 
forme mutée de CEBPα permet l'expression du lncRNA. Dans les LAMs avec la mutation de ce gène, 
on observe effectivement une surexpression de UCA1 et il semblerait que ce dernier augmente la 
prolifération des blastes myéloïdes en réprimant l'expression du régulateur du cycle cellulaire p27kip1 
(Hughes et al., 2015). 
Les lncRNAs peuvent également être dérégulés par le biais de translocations chromosomiques. 
Récemment, des fusions du gène codant NSMCE2 (Non-SMC element 2) ont été identifiées avec deux 
lncRNAs, PVT1-NSMCE2 chez un patient atteint de LAM et BF104016-NSMCE2 dans la lignée LAM 
HL-60 (Chinen et al., 2014). PVT1 est un lncRNA oncogénique, producteur de microARNs, régulé par 
MYC et p53 et inhibant l'apoptose (Carramusa et al., 2007). BF104016 est un lncRNA composé de 
l'exon 4 de CCDC26, un lncRNA impliqué dans l'inhibition de l'apoptose et l'augmentation de la 
survie. Le gène codant NSMCE2 est quant à lui impliqué dans l'instabilité chromosomique et 
l'augmentation de la fréquence des cassures de l'ADN chez la levure (Rai et al., 2011). Il n'y a 
cependant pas plus de données quant à l'implication de ces translocations dans la LAM. 
Dans le paragraphe consacré à NPM1 dans les LAMs, j'ai cité des travaux ayant montré un 
profil d'expression de lncRNAs particulier dans les LAMs présentant la mutation NPM1. En effet, 
dans ce travail publié fin 2014, Garzon et al. ont étudié le profil d'expression des lncRNAs dans les 
LAMs à caryotype normal à l'aide de microarrays. Les auteurs ont pu mettre en évidence différentes 
signatures associées aux mutations dans les gènes NPM1, CEBPα (dont le lncRNA UCA1), IDH2, 
ASXL1, RUNX1 et FLT3-ITD. De plus, cette étude a pu corréler l'expression de lncRNA à la survie et 
à la réponse aux traitements (Garzon et al., 2014). Cependant, l'analyse a été réalisée microarrays, il 
n'y a donc pas d'identification de nouveaux transcrits. De plus, il n'y a pas de caractérisation 
fonctionnelle de lncRNAs dans ces LAMs particulières.  
Comme on peut l'observer dans cet état de la littérature, les différents travaux impliquant les 
lncRNAs dans la LAM représentent des exemples ponctuels, associés à des LAMs spécifiques (LAPs, 
leucémie aiguës mégacaryoblastiques, LAMs CEBPα muté), ou associés à des translocations 
chromosomiques. Il n'y a donc pas d'analyse à grande échelle de l'expression des lncRNAs dans les 

















Les données de la littérature suggèrent depuis plusieurs années que les lncRNAs sont 
impliqués dans le processus de cancérogenèse par divers mécanismes moléculaires impliquant 
pratiquement tous les niveaux de régulation moléculaire. Au début de ma thèse, il n'y avait que très 
peu de données impliquant les lncRNAs dans les hémopathies malignes et moins encore dans la 
leucémie aiguë myéloblastique. La mise en évidence de lncRNAs dérégulés dans ces pathologies 
pourrait nous permettre de mieux comprendre leurs fonctions d’un point de vue fondamental, mais 
également leurs rôles dans les processus oncogéniques. Les objectifs de ma thèse ont été : 
- Déterminer le profil d'expression des lncRNAs dans les LAMs présentant un caryotype normal et 
corréler les données transcriptomiques aux données clinico-biologiques de ces patients. Les LAMs 
résultent de l’acquisition de mutations dans les cellules souches ou dans les progéniteurs 
hématopoïétiques. Elles peuvent être divisées selon des critères cytogénétiques. On y retrouve des 
patients avec des anomalies chromosomiques récurrentes, des caryotypes complexes, des 
translocations chromosomiques rares, mais la moitié des cas est représentée par des caryotypes 
normaux pour lesquels il existe peu de facteurs pronostiques, car les événements oncogéniques sont 
inconnus. Nous avons donc choisi de nous concentrer sur ces patients à caryotypes normaux. La 
cohorte de patients sélectionnés pour cette étude comprend 21 cas de LAMs à caryotype normal avec 
des mutations de la tyrosine kinase FLT3 et/ou de la nucléophosmine NPM1 (mutations récurrentes 
dans les LAMs), et 19 cas de LAMs à caryotype normal sans mutation FLT3 et NPM1. L’analyse du 
profil d’expression des lncRNAs a été réalisée par RNA-sequencing (Illumina) en collaboration avec 
le Beijing Genomics Institute (BGI, Hong Kong). 
- Déterminer l'impact fonctionnel de la dérégulation de lncRNAs d'intérêt dans la LAM et les 
mécanismes moléculaires dans lesquels ceux-ci sont impliqués. Leur dérégulation pourrait alors avoir 
un impact dans la transformation tumorale, c’est pourquoi nous avons testé les conséquences de leur 
inactivation et/ou surexpression dans nos différentes lignées cellulaires. Afin de pouvoir étudier la 
fonction de ces lncRNAs, nous les avons caractérisés au préalable pour mettre en place des modèles 
d’étude. En effet, des approches de biologie moléculaire (RACE), cellulaire (fractionnement 
cellulaire) et bioinformatique, nous ont permis de déterminer la séquence exacte des transcrits, s’ils 
sont cappés, polyadénylés, leur localisation (nucléaire ou cytoplasmique) et leur conservation entre 
espèces. Nous avons utilisé différentes lignées cellulaires myéloïdes humaines : la lignée NB4 
promyélocytaire et NPM1 non muté, la lignée OCI AML3 avec la mutation NPM1 et une lignée 
HL60ER NPM1 non muté, présentant un récepteur écotropique murin utilisable pour la transduction 
par des rétrovirus murins. 
Ce projet s’inscrit dans l’idée récente que ces ARNs ont une véritable fonction physiologique 
et que leurs dérégulations ont des conséquences pathologiques. Cette étude, ciblant les lncRNAs 




d’approfondir nos connaissances fondamentales sur la fonction des lncRNAs, et aussi d’étudier leurs 
rôles dans les processus oncogéniques. A travers l’étude des lncRNAs dans les hémopathies malignes, 
nous visons une plus grande connaissance du monde méconnu des ARNs non codants et une meilleure 
compréhension de ce nouveau niveau de complexité dans les régulations géniques. Ces lncRNAs 
pourraient rapidement constituer des outils moléculaires de choix pour de futures thérapies, pour de 



















Au cours de ce travail, nous avons évalué les profils d'expression des lncRNAs par RNA-
sequencing sur 40 patients atteints de leucémies aiguës myéloblastiques avec un caryotype normal 
(LAM-CN). Cette approche a mené à la découverte de plus de 8000 lncRNAs non identifiés à ce jour. 
Par analyse non supervisée, nous avons observé une signature spécifique de lncRNAs dépendante du 
statut mutationnel de NPM1. L'utilisation de la méthode mathématique Sparse Partial Least Squares 
Discriminant Analysis (Sparse PLS-DA) nous a permis d'identifier un set minimal de 19 lncRNAs 
capable de discriminer les patients NPM1 muté des patients NPM1 non muté. Ces lncRNAs pourraient 
être de bons candidats d'études fonctionnelles car ils pourraient être impliqués dans le développement 
de la leucémie et plus particulièrement dans les LAMs NPM1 muté. 
En parallèle, l'analyse de l'association entre l'expression des lncRNAs précédemment 
sélectionnés et les paramètres clinico-biologiques des patients, nous a permis d'identifier une 
combinaison de deux lncRNAs, XLOC_010909 et XLOC_028779 qui présentent des profils 
d'expression associés au pronostic clinique des patients LAM-CN.  
Ces résultats ont permis d'une part, d'identifier des lncRNAs candidats potentiellement 
impliqués dans le processus de leucémogénese des LAM-CN NPM1 muté, et d'autre part, cette étude 
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The analysis of 200 acute myeloid leukemia (AML) genomes in the context of the Atlas 
Genome Project highlighted the genetic and epigenetic architecture of cytogenetically normal  
AML (CN-AML)(1), provided new important information on genetic alterations involved in 
AML development and also identified potential tools for risk stratification of AML and new 
diagnostic and therapeutic targets. However, these studies mainly focused on genetic 
alterations that either impact on protein coding genes or microRNAs. The discovery of 
lncRNAs provides a unique opportunity to identify new biomarkers and key players in 
leukemogenesis. Accumulating evidence points towards an important role for lncRNAs in 
cancer initiation, development, and progression (2). A recent publication showed by a custom 
microarray strategy that lncRNAs expression is associated with common mutations in AML 
and that some lncRNAs correlate with survival (3). Despite this, our overall knowledge of 
lncRNAs in cancer, including leukemia, remains very limited (4-6). 
In this study we sought to determine lncRNA expression profiles in CN-AML. RNA 
sequencing of forty CN-AML patients (Table S1, Cohort 1) allowed us to identify 11036 
expressed lncRNAs. Among them, we identified 8526 new lncRNAs, not previously reported 
in the RefSeq, UCSC and ENCODE databases.  
We performed an unsupervised analysis with the 11036 CN-AML lncRNAs using hierarchical 
clustering. As shown in Figure 1A (and Figure S1A), clustering segregated the samples into 
two main groups. Different criteria were evaluated to define the two groups, namely FAB 
status, age and mutational status (presence/absence of NPM1 and/or FLT3-ITD mutations). 
The main observation was that NPM1-mutated patients were largely enriched in the first 
group (75%) compared to the second group (8%) (p=6x10-6). This result suggests that there is 




To identify the differentially-expressed lncRNAs associated with NPM1 mutations in the 40 
patients with CN-AML, we compared NPM1-mutated AML patients (n=14) with NPM1-wild 
type AML samples (n=26) using the EdgeR package. We focused our study on highly-
expressed lncRNAs by selecting lncRNAs that had at least 10 cpm (counts per million) in at 
least 14 of the 40 patients. Among the 5333 lncRNAs selected, 236 lncRNAs were 
significantly differentially-expressed (FDR<10-3) between the two groups. Of the 236 
differentially-expressed lncRNAs, 107 lncRNAs had a fold change higher than 4, 26 of which 
were up-regulated in NPM1-mutated patients and 81 were down-regulated. 
To validate our strategy we applied the same approach to mRNAs and compared NPM1-
mutated with NPM1-wild type AML patients. Among the 71 most differentially-expressed 
mRNAs, the HOX genes were up-regulated and the CD34, BALCC and MN1 genes were 
down-regulated.  These have already been described in several previous studies and validate 
our lncRNA findings (Table S2) (7, 8). 
Among the 107 lncRNAs that were found to be differentially-expressed in NPM1-mutated 
patients, 74 are located within introns or exons of protein-coding genes and 33 are intergenic 
or anti-sense lncRNAs. To avoid quantification of pre-mRNA by RT-qPCR, we focused our 
attention on the 33 intergenic and anti-sense lncRNAs (Table S3). Hierarchical clustering 
using these 33 lncRNAs clearly separated NPM1-mutated from NPM1-wild type AML 
patients, as shown in Figure S1B (p=1.2x10-9). RNAseq data were validated by RT-qPCR 
(Fluidigm). Quantification was done only on 32 of the 33 lncRNAs previously selected due to 
technical reasons. We observed a large positive correlation between the two techniques (Table 
S4). Hierarchical clustering with Fluidigm data confirmed the separation of the NPM1-
mutated and NPM1-wild type groups (p=1.6x10-8) (Figure S1C). In order to validate this 
lncRNA signature, a validation set (n=50) composed of 33 new NPM1-mutated AML patients 




patients with no recurrent cytogenetic abnormalities that had been classified within the 
intermediate risk group to increase the cohort (Table S5). As shown in Figure S1D, 
hierarchical clustering allowed us again to discriminate between NPM1-mutated and -wild 
type patients (p=0.002). 
In order to reduce the number of discriminating lncRNAs we used the Sparse partial least 
squares discriminant analysis (Sparse PLS-DA) approach on the 33 lncRNAs identified from 
the RNA sequencing data, which allowed us to identify a minimal set of 19 lncRNAs that are 
able to discriminate NPM1-mutated patients from NPM1-wild type patients in the first 
(p=5.2x10-9) and validation cohort (p=8.0x10-5)(leave one out error rate 5% and 10% 
respectively) (Figures 1B, 1C, S2 and S3). Of note, this lncRNA signature was also observed 
in the validation set using only CN-AML patients (n=42, p=1.9x10-4; Figure S4).   
To determine the potential function of the 33 lncRNAs associated with the NPM1-mutated 
genotype we analyzed for each lncRNA its correlation with mRNA expression using the 
Pearson Correlation (Table S6). We selected mRNAs with positive (r>0.5; p<0.001) and 
negative correlation (r<-0.5; p<0.001) and performed Gene Ontology (GO) analysis. Among 
the 33 lncRNAs, 14 (42%) were not significantly associated with any GO Terms. Four 
lncRNAs (12%), XLOC_010909, XLOC_034440, XLOC_034443 and XLOC_087120, were 
positively correlated with mRNAs belonging to the HOX family (despite their different 
localization) (Table S6). This finding is consistent with previous gene expression studies 
highlighting overexpression of HOX genes in NPM1-mutated patients (7, 8). When taken 
together with other features of NPM1 mutations, such as their mutual exclusivity with other 
AML recurrent cytogenetic abnormalities, high specificity for AML, stability at relapse and 
association with unique gene expression and microRNA profiles (9), our finding  that NPM1-
mutated AML displays a distinct lncRNA signature further supports the view that this 




and also implications for the up-coming update of the WHO classification. Moreover, 40% of 
these lncRNAs were found to correlate with mRNAs involved in pathways including those of 
ribonucleoproteins, cell cycle, centrosome duplication, genomic stability and DNA repair, 
nuclear pore formation and export and protein chaperoning (Figure S5 and Table S6). These 
pathways are known to be highly associated with NPM1 functions (10).  
We noticed that some NPM1 mutated patients did not clustered with the majority of NPM1 
mutated patients and we wondered to decipher if some clinical parameters could explain this 
phenomenon so we next asked whether these differentially-expressed lncRNAs have any 
impact on prognosis. To answer this question we pooled the first and second cohorts and 
selected a homogeneous cohort of 58 patients under 70 years old that had achieved complete 
remission (CR) after treatment. Hierarchical clustering using the 32 lncRNAs defined two 
groups: group 1 (n=36) and group 2 (n=22) (Figure S6A). Kaplan Meier curves of overall 
survival (OS) and disease free survival (DFS) with these two groups showed significant 
prognostic differences (Figure S6B) as  patients in group 2 had significantly shorter OS and 
DFS compared to patients in group 1. From a multivariate analysis, the signature of these 32 
lncRNAs (Group 1 vs Group 2) was the only independent prognostic marker for OS and DFS 
when considered alongside covariates such as age, NPM1 and FLT3-ITD mutational status, 
WBC count and karyotype (Table S7). This result can be explain by the relative small number 
of patients in our cohort or by the differences of lncRNA expression among the NPM1 
mutated patients. 
The Sparse PLS-DA approach on the 32 lncRNAs allowed us to identify the two most 
discriminative lncRNAs: XLOC_010909 and XLOC_028779 (Figure S6C and D). 
Hierarchical clustering using these two lncRNAs resulted in 6 patients (5/6 are NPM1 
mutated patients) shifting from group 1 (n=30) to group 2 (n=28) (Figure 2A). Kaplan Meier 




markers (Figure 2B and S7). Using a multivariate analysis, the XLOC_010909 and 
XLOC_028779 lncRNA signature was again the only independent prognostic marker for OS 
and DFS (Table S7). XLOC_010909 and XLOC_028779 expression signature therefore show 
potential as good prognosis marker for post-CR CN-AML patients as their combined 
overexpression seems to be associated with a better prognosis. Further studies in larger cohort 
will help to determine if lncRNA signature could be used to better sub-classify NPM1mutated 
+/- FLT3-ITD AML.  
 
A major finding of this study is the discovery that NPM1-mutated AML patients show a 
distinct lncRNA expression profile. This finding was reinforced by the recent publication of 
Garzon et al. identifying by microarray 180 known lncRNAs associated with NPM1 
mutational status (3). Our study enhanced our overall knowledge of lncRNAs profiles in 
AML as we used a RNA-seq approach, leading to the identification of more than 8000 new 
lncRNAs. Of note, among the 33 identified lncRNAs associated with NPM1, 31 are new 
lncRNAs. Furthermore we also reduced this signature to a minimal set of 19 lncRNAs able to 
discriminate NPM1 mutated and NPM1 wild type patients. .We also provide evidence that 
lncRNA signatures may play a role in risk stratification of patients with CN-AML in 
accordance with Garzon et al. showing a 48 lncRNAs signature associated with older patients 
outcome in CN-AML (3). Altogether, these data suggest that lncRNAs should be considered 
as key players in the pathogenesis of acute myeloid leukemias. The functional role of these 
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Figure 1: Specific LncRNA expression profile in NPM1-mutated AML patients with 
normal cytogenetics. A Unsupervised hierarchical clustering analysis of 40 patients with 
CN-AML (Cohort 1) using 11 065 lncRNAs (RNA-seq data). B Hierarchical clustering of 40 
CN-AML (Cohort 1) and associated heatmap of the 19 lncRNAs identified by Sparse PLS-
DA comparing NPM1-mutated patients (n=14) with NPM1-wild type patients (n=26) (RNA-
seq data). Heatmap depicts high expression (red, +1) and low expression (green, −1). C 
Hierarchical clustering of 50 AML patients with intermediate risk (Cohort 2) and associated 
heatmap of the 19 lncRNAs identified by Sparse-PLS-DA (Fluidigm data). 
Figure 2:  Combined expression of XLOC_010909 and XLOC_28779 lncRNAs as a 
prognosis marker. A Hierarchical clustering and associated heatmap of XLOC_010909 and 
XLOC_28779 lncRNAs identified by Sparse PLS-DA. B Overall Survival (OS) and Disease 
Free Survival (DFS) Kaplan Meier curves comparing groups 1 and 2. LogRank test for OS: 
p= 0.0332, hazard ratio (HR): 2.510, 95% CI: 1.076 to 5.856 and for DFS p=0.0080, HR: 




























Forty AML samples were collected from patients registered at the HIMIP (Hémopathies 
INSERM Midi-Pyrénées) collection for the RNA-sequencing experiment (5µg of RNA). For 
the validation cohort, forty-two AML samples were obtained from the HIMIP collection and 8 
AML samples from the Hematology Institute of Perugia University (1µg of RNA). According 
to French law, the HIMIP collection has been declared to the Ministry of Higher Education 
and Research (DC 2008-307 collection 1) and a transfer agreement has been obtained (AC 
2008-129) after approbation by ethical committees (Comité de Protection des Personnes Sud-
Ouest et Outremer II and APHP ethical committee). Clinical and biological annotations have 
been declared to the CNIL (Comité National Informatique et Libertés). Fresh and thawed 
samples were obtained after informed consent and the study was conducted in accordance 
with the Declaration of Helsinki and approved by local ethic committee. The patients received 
intensive Cytarabine/Daunorubicin-based therapy. 
For prognosis analysis, we pooled the two cohorts (n=90) and we discarded patients that did 
not receive intensive chemotherapy, older than 70 years old, with no OS (overall survival) and 
DFS (Disease free survival) information and patients who died within 1 month after 
treatment. 
RNA isolation and cDNA synthesis 
Total RNAs were extracted with TRIzol reagent (Ambion, Austin, TX, USA). RNA integrity 
was evaluated using the RNA 6000 Nano Chip kit (Agilent Technologies, Massy, France). 
Only RNA extracts with RNA integrity number values ≥7 underwent further reverse 
transcription. All samples were reverse transcribed using the Superscript II reverse 
transcription kit (Invitrogen, Beijing, China) according to the manufacturer's protocol. 
RNA-Sequencing Library Preparation, Read Generation and Mapping 
RNA-sequencing was performed at the BGI (Hong Kong). rRNA depletion was performed 
from total RNA with Ribo-Zero™ rRNA Removal Kits (Epicentre, Madison, WI, USA). 
Paired-end, strand-specific reads of 91 nt were generated on an Illumina HiSeqTM2000. 




mapped reads were assembled by Cufflinks 2.0.2 (2). The Cuffcompare program was used to 
merge the RefSeq, ENCODE and UCSC human known genes into one gene annotation set for 
comparison with the assembled transcripts (3). For novel lncRNA prediction, transcripts with 
a long exonic length (>200 nt) were extracted, according to the definition of lncRNA. Multi-
exon (≥2 exons) transcripts and single-exon transcripts which recurred in multiple samples 
(≥3 samples) were then extracted. Assemblies that had long (≥300 nt) putative open reading 
frames (ORFs) were excluded. In order to filter out the known lncRNAs, the filtered assembly 
transcripts were BLASTed to find known lncRNAs from the ENCODE, Refseq and UCSC 
databases, according to the threshold: identity >0.9 and coverage >0.8. Transcripts which did 
not match known lncRNAs were then used for the protein annotation. The transcripts were 
aligned to four protein databases: kegg, nr, cog and swissprot, according to the threshold: 
identity >0.9 and coverage >0.8. The coding potential of extracted transcripts which did not 
align with protein databases was assessed using CPC based on six biologically meaningful 
sequence features such as ORF score, coverage, integrity, number of hits, hit score and frame 
score (4). Known lncRNAs and predicted novel lncRNAs were then combined as the 
reference, and reads were aligned to this reference by SOAP2 (5). Among the 35046 putative 
lncRNA transcripts expressed in our samples, we selected only lncRNAs that were at least 
90% identical to the reference transcript in at least two samples. Gene expression levels were 
calculated using the RPKM (Reads per Kb per Million) method (6). The raw and processed 
RNA-sequencing data have been deposited at the National Center for Biotechnology 
Information Gene Expression Omnibus (repository number GSE62852). 
Fluidigm 96.96 Dynamic ArrayIFCs (Integrated Fluidic Circuits) 
LncRNA expression analysis was performed using the BioMark 96×96 gene expression 
platform (Fluidigm) according to the manufacturer’s instructions. Primer pairs were designed 
using the Primer3 - PCR primer design tool (Steve Rozen, Helen J. Skaletsky (1998) 
Primer3), using an amplicon length of 80–120 bp. Table S1 shows the list of primers used in 
the experiment. RNAseP, 5s rRNA and MLN51 genes were used as reference genes for RT-
qPCR data normalization. The Biomark System was used to run the chips and data were 
collected with Fluidigm Real-Time PCR Analysis Software. Primers having more than one 
peak were eliminated from further analysis. Linear derivative and automatic detector methods 
were set for baseline correction and Ct calculation. The −∆Ct (threshold cycle) values were 





All unsupervised clustering and heatmap generation was performed using the « hclust » 
function in R and the Ward's agglomeration method. Differential expression analysis was 
performed with the EdgeR package on R and cutoffs were established at a fold change ≥4 and 
False Discovery Rate (FDR)<0.001 (7). The principal component analysis (PCA) and the 
sparse partial least squares discriminant analysis (Sparse PLS-DA) methods were used using 
the R mixOmics package. The “perf” method, from the “Mixomics” package, was used to 
estimate the error rate of the model using leave-one-out cross-validation. Bootstrapping 
cluster analysis was carried out using the R ClassDiscovery package (1000-fold re-sampling). 
Expression correlation between lncRNA and mRNA was assessed using the Pearson 
correlation. mRNAs with a Pearson correlation coefficient of r over 0.5 or under -0.5 
(p<0.001) were selected and analyzed using the Database for Annotation, Visualization and 
Integrated Discovery (DAVID) (DAVID;http://www.david.abcc.ncifcrf.gov). The 
significance of related GO cellular components and molecular pathways were identified based 
on FDR<0.05. The Fisher test and the unpaired t test were used to assess the statistical 
significance of the differences between groups. Overall survival (OS) time was calculated 
from the date of diagnosis until death. Disease-Free-Survival (DFS) was calculated from the 
date of complete remission (CR) until relapse or death. Surviving patients were censored at 
the date of last follow-up. For patients who had undergone allogeneic transplantation (n=17), 
OS and DFS time were censored at the time of transplantation. The Kaplan-Meier method was 
used to generate survival curves, and curves were compared using a log-rank test. A 
multivariate Cox regression using Stata 13 software was performed to adjust for other 
covariates. Even if covariates do not show statistical significance on the univariate analysis in 
our cohort, we included them in the multivariate analysis since they have been shown to have 
an impact on the prognosis in the literature. The multivariate model used is a backward Cox 
Regression model with variable selection threshold set to p<0.1. For all analyses, a p-





SUPPLEMENTAL FIGURES AND TABLES  
Figure S1: Specific LncRNA expression profile in NPM1-mutated AML patients with 
normal cytogenetics. A PCA plot of CN-AML patients (Cohort 1; n=40) with 11036 
lncRNAs identified by RNA-sequencing. B Hierarchical clustering and associated heatmap of 
RNA-seq data from the first cohort of CN-AML patients (n=40) with 33 lncRNAs 
differentially-expressed (Fold change>4; FDR<0.001) between NPM1-mutated (n=14) and 
NPM1-wild type patients (n=26). C Hierarchical clustering and associated heatmap of 
Fluidigm data from the first cohort of CN-AML patients (n=40) with 32 lncRNAs 
differentially-expressed between NPM1-mutated (n=14) and NPM1-wild type patients (n=26). 
D Hierarchical clustering and associated heatmap of Fluidigm data from the second cohort of 
50 AML patients (42 CN-AML and 8 AML with no recurrent cytogenetic abnormalities 
classified in the intermediate risk group) with 32 lncRNAs differentially-expressed between 





Figure S2: A minimal set of 19 lncRNAs is able to discriminate NPM1-mutated from 
NPM1-wild type AML patients. A Sparse PLS-DA plot of NPM1-mutated versus NPM1-
wild type patients based on 19 discriminating lncRNAs. B Variable plot of the 19 
discriminative lncRNAs. C Hierarchical clustering of 40 CN-AML patients (Cohort 1) and 
associated heatmap of the 19 lncRNAs identified by Sparse-PLS-DA (Fluidigm data). D PCA 








Figure S3: Bootstrapping cluster analysis showing the stability of the groups based on 
the 19 lncRNA signature. Bootstrapping analysis results using the 19 lncRNA signature with 
the first (A) and second (B) cohorts (1000-fold re-sampling). Hierarchical clustering was 
used, with Euclidean distance and Ward’s method for agglomeration. The purity of the color 
corresponds to the stability of the sample to be in a specific group. Analysis was carried out in 












Figure S4: Validation of the 19 lncRNA signature in the second cohort with only CN-
AML patients. Hierarchical clustering and associated heatmap of Fluidigm data from CN-
AML patients (Cohort 2; n=42) with 19 lncRNAs identified by Sparse PLS-DA. 
Figure S5: Gene ontology analysis results with correlated and anti-correlated mRNAs for 
the 33 differentially expressed lncRNAs. Of note, 39% of lncRNAs are associated with 





Figure S6: LncRNA expression as a prognosis marker A Hierarchical clustering and 
associated heatmap of Fluidigm data from 58 AML patients under 70 years old that had 
achieved complete remission after treatment, with 32 previously identified lncRNAs. B 
Overall Survival (OS) and Disease Free Survival (DFS) Kaplan Meier curves comparing 
groups 1 and 2. . (OS: p=0.0419, hazard ratio (HR): 2.456, 95% confidence interval (CI): 
1.033 to 5.838; DFS: p=0.0205, HR: 2.687, 95% CI: 1.165 to 6.198). C Sparse PLS-DA plot 
of group 1 (n=36) versus group 2 (n=22) based on two discriminating lncRNAs: 
XLOC_010909 and XLOC_28779. D Variable plot of the two discriminating lncRNAs: 







Figure S7: Kaplan Meier curves comparing group 1 (n=27) and group 2 (n=24) based on 
XLOC_010909 and XLOC_28779 lncRNA signature with only CN-AML patients. (OS: 
p=0.0759, hazard ratio (HR): 2.239, 95% confidence interval (CI): 0.919 to 5.454; DFS: 











Table S1 : Patients Characteristics 
Characteristics Cohort 1 (n=40) Cohort 2 (n=50) 
Median age at diagnosis  67.5 53 
Male:female; ratio 21:19; 1.1 20:30; 0.67 
White Blood Cells Count (x10
9
 cells/L)     
WBC<50 22 (55%) 25 (50%) 
WBC>50 14 (35%) 25 (50%) 
NC 4 (10%) 0 (0%) 
French American British classification (FAB) 
M0 0 (0%) 2 (4%) 
M1 14 (35%) 17 (34%) 
M2 9 (22.5%) 9 (18%) 
M4 13 (32.5%) 12 (24%) 
M5 3 (7.5%) 9 (18%) 
M6 1 (2.5%) 0 (0%) 
NC 0 1 (2%) 
Mutational Status     
NPM1 mutation 14 (35%) 33 (66%) 
FLT3-ITD mutation 13 (32.5%) 24 (48%) 
Median Bone Marrow Blast Count (%) 79.5 85.5 
Cytogenetics     
Normal 40 (100%) 42 (84%) 
No recurrent cytogenetic abnormalities 
(intermediate risk) 0 (0%) 8 (16%) 
Chemotherapy     
Intensive 21 (52.5%) 50 (100%) 
NC 8 (20%) 0 (0%) 











Table S2: mRNAs differentially-expressed between NPM1-mutated and NPM1-wild type 
patients from RNA sequencing data (EdgeR analysis). Highlighted genes are genes known 
to be deregulated between NPM1-mutated versus –wild type AML patients. logFC (log Fold 
Change), log CPM (log Count per million), FDR (False Discovery Rate). 
GeneID logFC logCPM PValue FDR 
Over-expressed in NPM1-mutated patients 
FOXC1 3.7992385 6.617073 1.12E-07 2.49E-05 
SERPINB2 3.7624086 7.241341 1.89E-07 3.66E-05 
HOXA5 3.2648033 5.568959 8.13E-10 4.35E-07 
HOXA6 3.0653511 4.56229 9.94E-08 2.38E-05 
PTPN14 2.9203656 5.288403 8.63E-08 2.31E-05 
PTX3 2.9068023 5.085375 8.41E-09 3.07E-06 
HOXB3 2.8705499 5.989047 7.27E-10 4.14E-07 
KRT18 2.8525907 4.451534 2.07E-06 2.35E-04 
CD300E 2.6436774 6.685434 9.94E-05 3.71E-03 
HOXB4 2.6059775 5.452031 9.03E-10 4.57E-07 
IFIT2 2.4890158 6.243663 2.03E-05 1.24E-03 
NEU4 2.4444477 4.846467 4.57E-05 2.16E-03 
TP53INP2 2.3964926 5.808486 7.70E-11 9.70E-08 
PHLDA1 2.2744287 5.596325 7.67E-06 6.47E-04 
HOXA7 2.2621114 3.595158 3.46E-05 1.81E-03 
ETV5 2.2126576 3.909572 8.32E-09 3.07E-06 
IRAK2 2.1879898 4.334432 1.27E-05 9.31E-04 
PBX3 2.1392841 6.041945 2.35E-13 7.15E-10 
MEIS1 2.1127907 6.818388 7.39E-07 1.04E-04 
HOXA9 2.0020864 6.987189 4.75E-05 2.20E-03 
Down-regulated in NPM1-mutated patients 
HGF -2.0269719 5.906225 3.09E-07 5.21E-05 
FZD6 -2.0329842 3.641024 9.55E-05 3.64E-03 
FAM105A -2.0421482 5.466201 3.93E-06 3.73E-04 
C18orf1 -2.0764253 5.281759 2.28E-06 2.54E-04 
CEACAM4 -2.1238841 4.692292 1.54E-06 1.90E-04 
MYEF2 -2.1815986 4.084038 1.59E-05 1.07E-03 
STK32B -2.1820237 3.221524 1.72E-05 1.15E-03 
LY9 -2.1917438 3.591488 1.79E-06 2.07E-04 
GATM -2.2189544 3.506641 1.86E-05 1.20E-03 
SLAIN1 -2.2403403 4.0648 2.80E-06 2.93E-04 
TRPS1 -2.2711756 6.504062 3.57E-08 1.08E-05 
TNXB -2.2879998 5.496351 1.01E-04 3.72E-03 
GNAI1 -2.3396894 4.894691 3.23E-04 8.04E-03 
COBLL1 -2.3414112 4.747695 4.49E-07 7.05E-05 




SPRY1 -2.4227937 4.780269 2.53E-07 4.44E-05 
PFKFB2 -2.4260788 5.28147 5.28E-09 2.30E-06 
IGJ -2.524673 7.655813 2.65E-05 1.50E-03 
PROM1 -2.5341643 6.820754 5.94E-05 2.57E-03 
LTF -2.5680995 9.211821 1.05E-04 3.78E-03 
HLA-DQA1 -2.5988382 5.944873 3.85E-04 9.13E-03 
HIST1H3G -2.6152367 7.499084 4.40E-08 1.25E-05 
C10orf10 -2.6196339 4.432897 2.90E-06 2.98E-04 
MN1 -2.683685 4.580429 1.02E-05 7.83E-04 
STARD9 -2.7103892 5.638785 5.71E-09 2.36E-06 
SPARC -2.7172767 6.100833 6.78E-12 1.54E-08 
FAM111B -2.7939696 3.918043 1.13E-09 5.41E-07 
AKT3 -2.8172513 5.861471 6.18E-10 3.75E-07 
SETBP1 -2.820028 4.219782 2.62E-07 4.50E-05 
NAV1 -2.8628071 4.082467 1.37E-08 4.46E-06 
RASD1 -2.8813058 4.833077 5.73E-06 5.28E-04 
PRR5L -2.9081594 4.977676 2.42E-06 2.66E-04 
KLHL13 -2.9215933 4.252025 3.73E-08 1.10E-05 
ADAMTS10 -3.0293413 4.612616 1.74E-07 3.44E-05 
CD200 -3.0689633 4.101284 2.20E-06 2.47E-04 
APP -3.1129035 6.956252 1.10E-07 2.49E-05 
ACY3 -3.1149827 4.464958 4.57E-05 2.16E-03 
IKZF2 -3.1627802 5.301738 5.29E-09 2.30E-06 
TMIGD2 -3.2453597 3.919937 3.44E-10 2.41E-07 
SLCO5A1 -3.2615407 4.123672 2.48E-06 2.66E-04 
HLA-DOA -3.3002241 5.611109 1.80E-10 1.36E-07 
MLLT3 -3.667135 5.52831 1.76E-20 1.61E-16 
L3MBTL4 -3.6796474 3.832075 9.27E-08 2.38E-05 
CRHBP -3.7111283 4.927968 9.51E-08 2.38E-05 
CD34 -3.8018409 5.23215 2.31E-07 4.28E-05 
ATP10A -3.9279846 5.308236 4.23E-10 2.75E-07 
BAALC -4.1531125 7.245319 5.02E-07 7.62E-05 
BEND4 -4.6850487 4.415333 1.20E-10 9.93E-08 
LRP6 -4.7783951 4.287007 4.10E-11 7.47E-08 
SDK2 -5.290874 4.833749 8.71E-18 3.97E-14 







Table S3: Sequences and localization of the 33 lncRNAs differentially expressed between 
NPM1-mutated and NPM1-wild type patients 
GeneID localisation strand length exons 
n346526 chr9:139,534,589-139,541,618  - 1856 3 
n405918 chr9:124,217,319-124,262,306  - 1755 7 
XLOC_005798 chr1:25,188,258-25,189,524  - 825 2 
XLOC_007987 chr1:151,915,378-151,918,279  - 2902 1 
XLOC_010909 chr10:61,810,320-61,845,161  + 1745 5 
XLOC_013842 chr10:54,246,152-54,246,835  - 684 1 
XLOC_018747 chr11:58,756,982-58,767,516  - 4013 3 
XLOC_028763 
chr13:110,303,472-
110,305,351  - 1880 1 
XLOC_028770 
chr13:110,324,428-
110,325,930  - 1503 1 
XLOC_028776 
chr13:110,347,864-
110,349,260  - 1397 1 
XLOC_028777 
chr13:110,359,142-
110,360,361  - 1220 1 
XLOC_028779 
chr13:110,364,295-
110,365,134  - 840 1 
XLOC_028783 
chr13:110,377,963-
110,379,023  - 1061 1 
XLOC_034440 chr15:50,078,505-50,080,055  - 1551 1 
XLOC_034443 chr15:50,091,315-50,094,732  - 3418 1 
XLOC_047319 chr19:42,119,856-42,121,317  - 1462 1 
XLOC_050705 chr2:166,666,979-166,668,466  + 1488 1 
XLOC_051554 chr2:201,659,264-201,659,916  + 653 1 
XLOC_060742 chr21:21,616,713-21,631,054  - 2794 2 
XLOC_063787 chr3:18,315,929-18,319,889  + 3961 1 
XLOC_067985 chr3:46,475,919-46,477,217  - 1299 1 
XLOC_074912 chr4:70,586,917-70,589,152  - 2236 1 
XLOC_075298 chr4:89,336,836-89,376,492  - 866 6 
XLOC_078730 chr5:120,504,656-120,505,782  + 1127 1 
XLOC_078731 chr5:120,513,301-120,514,526  + 1226 1 
XLOC_080771 chr5:56,021,002-56,021,770  - 769 1 
XLOC_083936 chr6:27,863,983-27,864,675  + 693 1 
XLOC_085385 chr6:119,685,366-119,687,007  + 1642 1 
XLOC_085994 chr6:147,235,025-147,238,497  + 3473 1 
XLOC_087120 chr6:26,112,403-26,114,712  - 2310 1 
XLOC_091735 chr7:24,732,006-24,732,506  + 501 1 
XLOC_091736 chr7:24,735,012-24,736,269  + 1258 1 





Table S4: Validation of RNA-seq results by Fluidgm. Pearson Correlation r values for each 
of the 32 lncRNAs comparing RNA-seq and Fluidigm data using the first CN-AML cohort 
(n=40). 








































Table S5: Karyotype of patients with no recurrent cytogenetic abnormalities 
 
Patients Karyotype 
Patient 46 46,XX, add(6)(p25)[2]; 46,XX[18] 
Patient 49 47,XX,+8[11]; 46,XX [2] 
Patient 59 46,XX, del(14); (q22q31)[4]; 46,XX[6] 
Patient 67 46,X, del(X)(q21q24)<5>; 46,XX<15> 
Patient 73 46, XX, der(7)t(4;7)(q21;q31)[11]; 46, XX[4] 
Patient 78 46,XY[18]; 45,X,-Y[2] 
Patient 79 51,XY, +8,+8, +8, +10, +13[10] 
Patient 80 46,XX, add(17)(q12)[19] - 46,XX[1] 
 
Table S7: Univariate and multivariate Analysis 
Univariate analysis was performed using the LogRank test. The multivariate model is a 
backward Cox Regression model with variable selection threshold set to p<0.1. The two 
lncRNA signatures were tested with covariates such as age (<60 years vs ≥60 years), NPM1 
and FLT3-ITD mutational status, WBC count (<50x109 cells/L1 vs  ≥50 x109 cells/L) and 
karyotype (normal or not recurrent cytogenetic abnormalities).  
Multivariate analysis with 32 lncRNAs, age, NPM1 , FLT3 , WBC and karyotype variables 
OS Variables LogRank test Cox regression Hazard ratio 95%IC 
 
32 lncRNAs 0.04 0.048 0.42 0.17-0.99 
 
Age < 60y 0.19 0.31 
  
 
NPM1 mut 0.09 0.79 
  
 
FLT3-ITD mut 0.25 0.33 
  
 
WBC > 50G/L 0.99 0.86 
  
 
karyotype 0.65 0.84 
  
      
DFS Variables LogRank test Cox regression Hazard ratio 95%IC 
 
clust 33 0.02 0.025 0.40 0.17-0.89 
 
Age < 60y 0.28 0.42 
  
 
NPM1 mut 0.07 0.78 
  
 
FLT3-ITD mut 0.33 0.55 
  
 
WBC > 50G/L 0.54 0.49 
  
 
karyotype 0.88 0.83 
  
      
Multivariate analysis with 2 lncRNAs, age, NPM1 , FLT3 , WBC and karyotype variables 





2 lncRNAs 0.03 0.04 0.39 0.15-0.96 
 
Age < 60y 0.19 0.25 
  
 
NPM1 mut 0.09 0.84 
  
 
FLT3-ITD mut 0.25 0.33 
  
 
WBC > 50G/L 0.99 0.99 
  
 
karyotype 0.65 0.74 
  
      
DFS Variables LogRank test Cox regression Hazard ratio 95%IC 
 
2 lnc 0.008 0.011 0.33 0.14-0.78 
 
Age < 60y 0.28 0.41 
  
 
NPM1 mut 0.07 0.80 
  
 
FLT3-ITD mut 0.33 0.45 
  
 
WBC > 50G/L 0.54 0.82 
  
 
karyotype 0.88 0.86 
  
      
Multivariate analysis with age, NPM1 , FLT3 , WBC and karyotype variables 
OS Variables LogRank test Cox regression Hazard ratio 95%IC 
 
Age < 60y 0.19 0.22 
  
 
NPM1 mut 0.09 0.09 2.04 0.87-4.78 
 
FLT3-ITD mut 0.25 0.32 
  
 
WBC > 50G/L 0.99 0.97 
  
 
karyotype 0.65 0.86 
  
      
DFS Variables LogRank test Cox regression Hazard ratio 95%IC 
 
Age < 60y 0.28 0.42 
  
 
NPM1 mut 0.07 0.07 2.04 0.94-4.45 
 
FLT3-ITD mut 0.33 0.39 
  
 
WBC > 50G/L 0.54 0.54 
  
 












Table S8: Primer list 
lncRNAs Forward Primer  Reverse Primer 
n346526 GGAGAGCTTGGGTGAGGACCAC AAGGGGGCTCAGCAGGTGATAA 
n405918 AGCTTCGGCTATGGGACTGGTT CGCATGATCTCTCAGTCCAGGTC 
XLOC_005798 GGCAGTCAGGAAGGAAAACTGGA CGGTGGCTGTTTCTCCACTGTC 
XLOC_007987 AAACCCACCAACGTGACCAGAA GCATCCTGGCAAATGAGGACAT 
XLOC_010909 GACAAGGGGGAGACTACAAGAAGCA CTGCGCTCAAGCTCGAAGAGTAA 
XLOC_013842 GGTTTGGAGTGAAAGGCACATGA CCAGGCAGCACTATCTGGGAAA 
XLOC_018747 GCCTGGACAGATTACCAGATCATCA AGCAAGCTGGAAGCTGAGCTCTT 
XLOC_028763 CAGGCACCAGGAGAGGAGACAC CACGGGGACCCCTGAACTTAAA 
XLOC_028770 TCCGGTCATTGGAAAAGTGCAT AGGGTTTCCTGGCCAACTTGAG 
XLOC_028776 CTTTTGGTGGCCAAATCCTGTG ACGGTTTCCACCCCTAGTGCAT 
XLOC_028777 TTTGCTGCTCACCTGCTGTGAC TCTAGGCTGGAGGCAGTGAGGA 
XLOC_028779 TGAGCTTCCCCACTGCATGAAT AGGCCGAAATGATTGTGATGTGA 
XLOC_028783 CCTGGGCCAATCACTGATGTTC GGGCAGGAAAGCTGTCAGTCAC 
XLOC_034440 TGCTTAGTGAAAGATGCCAGACAAAA TCCCCAGGCAGTAACCAAACTG 
XLOC_034443 TGCACCGACTGACAGAATGAGG TCCAGGGTTCCAAGATAGCGAAA 
XLOC_047319 TCATCAGCCTCCTGCTCCACTC TGATTACCACGCAAGGCTGACA 
XLOC_050705 TTCCCGGTGGGTGTCATATCAG CTAGCAGCCCCTCCCTCCATC 
XLOC_060742 GGGAATGGAGAATTACCCTCTGGA AAACAGGCCATTGACAGGTAGACAA 
XLOC_063787 GCCAATGCCAACTTCACTCCAG ACGCAGCCTCATACACCCATTG 
XLOC_067985 GCAAATGGCCTCCAAATCAAAA AGCCACAGATCCATTGCTGACC 
XLOC_074912 CACAGGTGAATCTCCGCTGTCA ATCCTTTGCTGGGGTTGGAAAA 
XLOC_075298 TTGGGACTACCACCCAAAGCAG GGTGTCAGCCATTCTGCTGGAA 
XLOC_078730 GCATGCTAAGAGCCCATGAAGC AGAAGCTGGCCCAAGTGTGTGT 
XLOC_078731 GGCCAGGTGCAGTAGTTCATGC AAACAAGGTTCCCACGGCTGAT 
XLOC_080771 TACATGTGCCATGGTGGTTTGC TAGGGGGCTAGGGGAGGGATAG 
XLOC_083936 GCAATCTCGGCTCACTGCAACT TGTGGCAGGTGCCTGTCTGTAG 
XLOC_085385 TCCATTTTGGAGGCTGGGAAGT TAGGGAGTTGGCCATCTGCAAG 
XLOC_085994 GACCGAGATGAGGCAAAGAGCA GAGCAATGGGGATAGTGCCACA 
XLOC_087120 CCATGCACCAGGCACTGTAATG TGGGTAGCACCTCTCCATGAGC 
XLOC_091735 GCTGGTGGAAGGTCTGTTCTGC TGGCAGCAAGGATTTGCTAAGG 
XLOC_091736 AAGAACCCGTGTCAGGCTTGTG CCTCTGACAGCCAGCAAGGAAA 
XLOC_109948 CCTGCCTTCTTGTCCTCCACCT GGCCAGGAAACAAATTGCAACA 
   
MLN51 TAATCCCAGTTACCCTTATGCTCCA GTTATAGTAGGTCACTCCTCCATATACCTGT 
5S ACGCGCCCGATCTCGTCTGAT GCCTACAGCACCCGGTATTCCC 








SUPPLEMENTAL LEGEND OF ADDITIONAL TABLE 
Table S6: Correlation analysis between lncRNAs and mRNAs. Sheet 1, Pearson 
Correlation (r values) for the 33 lncRNAs (columns) differentially-expressed between NPM1-
mutated (n=14) and NPM1-wild type patients (n=26) for each mRNA (rows, n=11328). Sheet 
2, Gene ontology analysis results for each lncRNA using positively correlated (r>0.5; 
p<0.001) and anti-correlated (r<-0.5; p<0.001) mRNAs.  
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Grâce à la technique de RNA-seq, nous avons pu identifier 8526 nouveaux lncRNAs et 
observer des profils d'expressions particuliers de ces lncRNAs au sein des LAMs à caryotype normal. 
Par ailleurs, nous avons pu mettre en évidence, par l'analyse biostatistique de données RNA-seq et la 
validation par RT-qPCR, 33 lncRNAs associés à la présence de la mutation NPM1 dans ces LAM-CN. 
Sur ces 33 lncRNAs, 2 seulement ont été décrits mais non caractérisés, laissant donc un grand champ 
d'investigations dans l'analyse de l'impact de ces lncRNAs dans cette pathologie.  
Afin de déterminer quelles pourraient être les fonctions de ces lncRNAs, nous avons dans un 
premier temps utilisé la méthode de Guilt By Association. Cette technique consiste à identifier les 
ARNm dont l'expression est corrélée (positivement ou négativement) à celle des lncRNAs.  L'analyse 
GOTerm de ces gènes permet alors de définir dans quelles voies moléculaires et cellulaires ces 
lncRNAs pourraient intervenir. Nous avons pu observer que 40% des lncRNAs identifiés dans cette 
signature sont associés à des voies et des gènes impliqués dans les fonctions de NPM1, telles que la 
biogenèse des ribosomes, le cycle cellulaire, la duplication des centrosomes, la stabilité génomique et 
la réparation de l'ADN, les pores nucléaires et l'export, ou des gènes codants pour des chaperones de 
protéines. De plus, 4 lncRNAs ont été associés à l'expression de gènes homéotiques, bien connus 
comme étant associés à la mutation NPM1 : les lncRNAs XLOC_010909, XLOC_034440, 
XLOC_034443 et XLOC_087120. Ces résultats permettent de valider la sélection de nos lncRNAs, 
mais ne démontrent en aucun cas leurs fonctions. 
Les mécanismes de transformations cellulaires, liés à la présence de NPM1 mutée, restent 
encore obscurs. L’identification de nouveaux acteurs dans le processus oncogénique liée à NPM1 
mutée est donc très importante. Les données de la littérature et nos résultats permettent d'envisager que 
ces nouveaux acteurs pourraient être des lncRNAs.  
Dans cette étude nous avons utilisé différents modèles cellulaires, dont 3 lignées cellulaires 
LAMs : la lignée OCI AML3 contenant la mutation NPM1 et deux lignées de LAM promyélocytaires 
NB4 et HL60ER, non porteuses de la mutation NPM1. Les techniques utilisées sont décrites dans la 
partie "Matériels et méthodes". 
I) Quel est l'impact de la mutation NPM1 sur l'expression des 
lncRNAs 
Au vue de l'association des lncRNAs avec la mutation de NPM1, la première question a été de 
déterminer quel pouvait être l'impact de la présence de la mutation NPM1 sur l'expression de ces 
lncRNAs. Pour cela, nous avons transduit la lignée LAM HL60ER (exprimant le récepteur 
écotropique permettant la transduction par des retrovirus murins) avec le vecteur rétroviral XZ 
contenant NPM1 muté ou le vecteur vide. Le vecteur rétroviral XZ possède une séquence IRES-GFP, 




A présente dans la majorité des patients LAM NPM1 muté (mutation consistant en une insertion 
TCTG en position 956 du gène). A l'aide d'amorces spécifiques de la mutation A, nous avons pu 
confirmer par RT-qPCR l'expression de la forme NPM1 muté dans nos cellules transduites et triées 
(Figure 1A). Ces résultats ont également été validés par western blotting avec un anticorps spécifique  
de NPM1 mutée (fourni gracieusement par le Pr Brunangelo Falini, Pérouse, Italie) (Figure 1B). Il est 
important de noter que le niveau d'expression de l'ARNm NPM1 muté introduit est presque similaire à 
celui de NPM1 sauvage, comme observé chez les patients LAM NPM1 muté (données non montrées). 
On remarque aussi une légère augmentation de l'expression de NPM1 sauvage après introduction de 
NPM1 muté dans cette lignée (Figure 1A). 
 
Figure 1: Expression de NPM1 dans la lignée HL60ER transduite avec XZ-NPM1mut. A. 
Représentation graphique du niveau d'expression des transcrits NPM1 muté et NPM1 sauvage dans les 
cellules HL60ER-XZ et HL60ER-NPM1mut (triées GFP+) évalué par RT-qPCR à partir de trois 
transductions indépendantes; ***=p valeurs<0.001. B. Expression de la protéine NPM1 mutée évaluée 
par western blot avec un anticorps spécifique de NPM1 mutée. Trois transductions indépendantes, 
suivies d'un tri GFP+, ont été réalisées pour HL60ER-XZ et HL60ER-NPM1mut. Normalisation avec 
la Tubuline. 
A partir de ces lignées, nous avons pu comparer le niveau d'expression de chacun des 
lncRNAs de la signature entre les cellules HL60-XZ et HL60-NPM1mut (Figure 2). A noter que parmi 




lignée. La majorité des lncRNAs ne semble pas être affectée par l'introduction de la mutation NPM1 
dans ce modèle. Seuls les lncRNAs XLOC_074912 et XLOC_091736 sont significativement diminués 
en présence de la mutation NPM1 et ces derniers étaient également sous exprimés chez les patients 
porteurs de la mutation NPM1 (Figure S1 "Article"). On observe aussi une sous expression des 
lncRNAs XLOC_028763, XLOC_028770 et XLOC_028776. Ces lncRNAs sont regroupés en cluster 
au niveau du bras long du chromosome 13 que nous avons appelé cluster 028, et qui sont normalement 
surexprimés chez les patients portant la mutation NPM1 (Figure S1 "Article").  
 
Figure 2: Impact de la mutation NPM1 sur l'expression des lncRNAs. Expression relative de 22 
sur 33 des lncRNAs de la signature NPM1 évaluée par RT-qPCR dans les HL60ER-XZ et HL60ER-
NPM1mut; n=3 ; ***=p valeurs<0.001 ; **=p valeurs<0.01. 
Afin de déterminer si la présence de la mutation NPM1 avait un impact sur le niveau 
d'expression des lncRNAs sélectionnés, nous avons utilisé une autre stratégie consistant à diminuer 
l'expression de la forme NPM1 mutée dans la lignée OCI-AML3 (NPM1 muté). Pour ce faire, nous 
avons utilisé une approche par GapmeRs. Les GapmeRs sont des petits oligonucléotides de 16nt 
s'hybridant spécifiquement avec un ARN cible. Cette méthode présente quelques avantages majeurs 
par rapport aux méthodes se basant sur l'ARN interférence. D'une part, cela fait intervenir une 
dégradation par la RNAse H endogène qui permet une meilleure dégradation des ARNs nucléaires. 
D'autre part, les GapmeRs peuvent entrer par simple diffusion passive sans agent de transfection dans 
les cellules, augmentant ainsi l'efficacité de transfection, et la durée de l'inhibition si le GapmeR est 




cas de diminuer les hybridations partielles sur l'ARN NPM1 sauvage (4nt de différence entre NPM1 
muté et sauvage). Nous avons donc transfecté transitoirement les cellules OCI AML3 avec le GapmeR 
ciblant NPM1 muté ou le GapmeR contrôle, et analysé les résultats à 48h, 96h et jusqu'à 6 jours post-
transfection. En RT-qPCR, on observe une baisse très nette de l'ARNm de NPM1 muté (environ 75%), 
mais également une baisse significative de NPM1 sauvage (environ 50%) (Figure 3A). On obtient la 
même efficacité d'inhibition entre 48h et 6 jours (données non montrées). Ce résultat est confirmé au 
niveau protéique par western blotting, avec une baisse de NPM1 mutée (figure 3B).  
 
Figure 3: Expression de NPM1 après inhibition par transfection de GapmeR dans OCI AML3. 
A. Niveaux d'expression de, NPM1 muté et NPM1 sauvage dans les OCI AML3 96h après transfection 
des GapmeRs ciblant NPM1 muté ou contrôle, évalués par RT-qPCR. n=3 ; ***=p valeurs<0.001. B. 
Niveau d'expression de la protéine NPM1 mutée dans les OCI AML3 des 3 expériences 96h post-
transfection des GapmeRs ciblant NPM1 muté ou contrôle, par Western Blot. Normalisation avec la 
Tubuline. 
Dans ce modèle, seule l'expression de deux lncRNAs (XLOC_080771 et XLOC_007987) 
varie en présence du GapmeR NPM1 muté par rapport au GapmeR contrôle (Figure 4). A noter que la 
diminution de l'expression de XLOC_007987 est en accord avec les résultats obtenus chez les patients 
(Figure S1 "Article"). A l'inverse, l'augmentation de l'expression de XLOC_080771 est contradictoire 
avec les résultats obtenus chez les patients (Figure S1 "Article"). Dans la lignée HL60ER, ces deux 




différence d'expression pour les lncRNAs dérégulés par l'introduction de NPM1 muté dans les 
HL60ER, suggérant une régulation spécifique de ces lncRNAs dépendante du contexte cellulaire. 
 
Figure 4: Impact de l'inhibition de NPM1 mutée sur l'expression des lncRNAs. Expression 
relative de 23 sur 33 des lncRNAs de la signature NPM1 évaluée par RT-qPCR dans les OCI AML3 
transfectées avec les GapmeRs NPM1 muté ou contrôle, 96h post-transfection. n=3 ; ***=p 
valeurs<0.001 ; **=p valeurs<0.01. 
Ainsi, il apparait que la mutation de NPM1 pourrait influencer l'expression de certains des 
lncRNAs que nous avons observés comme étant associés à la mutation NPM1 chez les patients. 
Cependant, pour la majorité d'entre eux, il n'y a pas de dérégulation d'expression. L'introduction de la 
mutation NPM1 dans la lignée HL60ER ou la diminution de NPM1 muté dans la lignée OCI AML3 ne 
sont peut-être pas suffisantes pour reproduire le phénotype observé in vivo.  
II) Quelle est la localisation cellulaire des lncRNAs associés à la 
mutation NPM1? 
Comme cité dans le chapitre "localisation cellulaire" de la partie III de l'introduction, la 
localisation cellulaire des lncRNAs est une question importante, permettant de nous guider vers 
l'identification de leurs fonctions. Pour répondre à cette question, nous avons utilisé la technique de 
fractionnement cellulaire permettant de séparer le noyau et le cytoplasme. Cette technique a été 




grand nombre de lncRNAs détectables), et nous avons analysé l'abondance de chaque transcrit de la 
signature dans le noyau et le cytoplasme. La validation du fractionnement a été évaluée avec l'ARNm 
de la GAPDH, majoritairement cytoplasmique, et le snoARN snord44, majoritairement nucléaire. 
Cette expérience nous a permis d'observer que la majorité des lncRNAs est clairement enrichie dans la 
fraction nucléaire, en accord avec la littérature (Figure 5). Sur les 26 lncRNAs testés, le n405918, 
XLOC_075298 et à moindre échelle les XLOC_087120 et XLOC_091735, sont plus abondants dans 
le cytoplasme (Figure 5).  
 
Figure 5: Localisation cellulaire des lncRNAs dans les cellules NB4. Quantification relative de 26 
sur 33 des lncRNAs de la signature NPM1 dans les fractions nucléaires et cytoplasmiques de la lignée 
NB4, par RT-qPCR. GAPDH est utilisé comme contrôle positif de la fraction cytoplasmique et 
Snord44 comme contrôle positif de la fraction nucléaire. Normalisation par rapport au noyau ; n=3.  
III) Quelles peuvent être les fonctions de ces lncRNAs? 
Sachant que la majorité des lncRNAs sont nucléaires et que, d'après la littérature, une grande 
proportion des lncRNAs est impliquée dans des régulations épigénétiques, nous avons voulu 
déterminer lesquels de ces transcrits pouvaient potentiellement interagir avec des complexes de 
régulation épigénétique. Pour cela, nous avons utilisé un algorithme de prédiction d'interaction appelé 
"catRAPID". Ce programme permet d'établir un score d'interaction potentielle entre un ARN et toutes 
les protéines d'une base de données. Cette analyse nous a permis d'observer que 19 lncRNAs sur les 33 
lncRNAs de la signature (57%) présentaient des sites potentiels d'interaction avec une des sous-unités 




sites pour les deux sous unités SUZ12 et EZH2, les 14 autres présentant uniquement des sites 
potentiels d'interaction avec SUZ12 (Figure 6A). Le complexe PRC2 est un complexe répresseur 
permettant la trimethylation en lysine 27 de l'histone H3 (H3K27m3) entrainant une extinction 
génique. Comme nous l'avons vu dans l'introduction, les lncRNAs semblent être des acteurs clés dans 
ce mécanisme. En effet,  plusieurs études ont montré que les lncRNAs étaient capables de recruter le 
complexe PRC2 pour réguler négativement l'expression de gènes en cis ou en trans. Nous avons donc 
recherché parmi les 19 lncRNAs prédits comme interagissant avec le PRC2, quels étaient ceux dont 
l'expression était anti-corrélée avec celle de gènes codants. Pour chacun de ces lncRNAs, nous avons 
réalisé une analyse GOTerm des ARNm anti-corrélés. Ainsi, nous avons observé que, parmi les 19 
lncRNAs pouvant potentiellement interagir avec PRC2, 10 lncRNAs étaient négativement corrélés à 
l'expression de gènes enrichis dans des GO Term tels que les complexes ribonucléoprotéiques, le cycle 
cellulaire, l'organisation de la chromatine, l'épissage, la traduction ou la réponse immunitaire (Figures 
6B). Chacune de ces voies a déjà été décrite comme faisant intervenir des lncRNAs. Ces résultats sont 
à prendre avec précaution, puisqu'ils sont basés uniquement sur de l'anti-corrélation d'expression, mais 
cela permet d'ouvrir de nouvelles pistes dans la recherche de la fonction des lncRNAs que nous avons 
sélectionnés.  
 
Figure 6: Les lncRNAs associés à la mutation NPM1 prédits pour interagir avec le complexe 
PRC2. A. Diagramme en secteur représentant la distribution des 33 lncRNAs associés à la mutation 
NPM1 présentant un site d'interaction potentiel avec SUZ12 et/ou EZH2 ou aucun site. B. Diagramme 
en secteur représentant la distribution des GOTerms associés aux gènes anti-corrélés à l'expression des 




Pour aller plus loin, et sachant que dans la littérature cette régulation semble majoritairement 
en cis, nous avons analysé les corrélations d'expression entre les lncRNAs et leurs gènes codants 
proximaux dans une fenêtre de 200kb. De manière intéressante, seulement 2 lncRNAs sur les 19 
présentent des corrélations négatives significatives avec les gènes adjacents : le lncRNA n405918 anti-
corrélé avec le gène RAB14 (r=-0.51; p<0.001) et le lncRNA XLOC_087120 anti-corrélé avec 9 gènes 
codants des histones dans le cluster 1 des histones (r<-0.3; p<0.05). Le lncRNA n405918 est 
clairement majoritairement cytoplasmique dans la lignée NB4 et ce lncRNA n'est pas exprimé dans la 
lignée OCI-AML3. Cela suggère que son association à la chromatine et à des complexes épigénétiques 
ne pourrait être démontrée de manière pertinente dans ces modèles. Nous ne sommes donc pas allés 
plus loin dans sa caractérisation. En revanche, le XLOC_087120 semble être particulièrement 
intéressant si le fait qu'il régule l'expression des histones s'avère exact. En effet, comme 
XLOC_087120 est surexprimé chez les patients NPM1 muté et que NPM1 est une histone chaperone, 
nous pouvons supposer que ce lncRNA pourrait participer à l'organisation chromatinienne modulée 
par NPM1.  
IV) Etude du lncRNA XLOC_087120 
Ce lncRNA est localisé en 6p22.2 au sein du cluster principal de gènes codants des histones 
(Figure 7).  
 








Chez les patients LAMs portant la mutation NPM1, le lncRNA XLOC_087120 est surexprimé (Figure 
8A). Par corrélation de Pearson, nous avons pu déterminer que son expression était anti-corrélée avec 
celles de 9 gènes proximaux codants des histones. Chez les patients, on observe en effet une 
diminution du niveau d'expression de ces histones en présence de la mutation NPM1 (Figure 8B). 
 
Figure 8 : XLOC_087120 est anti-corrélé à l'expression des gènes proximaux codants les 
histones. A. Niveau d'expression en RPKM (Reads per Kb per Million) du lncRNA XLOC_087120 
entre les patients NPM1 muté (n=14) et NPM1 sauvage (n=26). B. Niveau d'expression en RPKM des 
9 histones proximales et anti-corrélées à XLOC_087120, entre les patients NPM1 muté (n=14) et 
NPM1 sauvage (n=26). ***=p valeurs<0.001 ; **=p valeurs<0.01 ; *=p valeurs<0.05. 
Les gènes des histones dérégulés dans ce cluster appartiennent à la famille des histones 
canoniques H2B, H3.1 et H4. Sachant qu'il existe plusieurs gènes codant chacun des histones 
canoniques (17 H2B; 13 H3.1 et 14 H4), nous nous sommes demandés si la diminution du niveau 
d'expression des histones localisées près de XLOC_087120 avait un réel impact sur le niveau 
d'expression globale des histones canoniques ou s'il existait des mécanismes de compensation. Nous 
avons additionné les expressions de chacun des gènes codant la même histone et comme le montre la 
figure 9, les histones H3.1 et H4 sont significativement sous exprimées en présence de la mutation 
NPM1 chez les patients. Pour les histones H2B, la différence n'est pas statistiquement significative, 
mais elle semble suivre cette tendance. En résumé, nous avons émis l'hypothèse que le lncRNA 
XLOC_087120 était capable de réguler négativement l'expression de gènes codants des histones par 
un mécanisme de régulation épigénétique impliquant le complexe PRC2. Cette régulation pourrait être 
en cis avec une régulation des gènes du cluster 1 des histones, mais aussi en trans pour une répression 





Figure 9 : Expression des histones H2B, H3.1 et H4 chez les patients LAMs. Différences 
d'expression en RPKM des types d'histones cœurs H2B, H3.1 et H4 entre les patients NPM1 muté 
(n=14) et NPM1 sauvage (n=26). NS= Non Significatif. ***=p valeurs<0.001 ; **=p valeurs<0.01. 
V) Quel est l'impact de la dérégulation du XLOC_087120 sur 
l'expression des histones? 
Afin de vérifier notre hypothèse de régulation de l'expression des histones par le lncRNA 
XLOC_087120, nous avons inhibé ou surexprimé ce lncRNA in vitro.  
La 1ère étape a été de caractériser ce lncRNA. En effet, il a été identifié et assemblé à partir de 
données de séquençage haut débit, et ce type d'analyse a déjà montré des faiblesses dans la fiabilité des 
séquences en 5' et 3' d'un transcrit. Afin de déterminer la séquence exacte de ce lncRNA, nous avons 
utilisé la technique de RACE PCR (Rapid Amplification of cDNA Ends). Cette approche nous a 
permis de définir les extrémités 5' et 3' du XLOC_087120 et ainsi de lui attribuer une taille de 1972nt. 
Ce lncRNA est constitué d'un seul exon et est transcrit à partir du brin - du chromosome 6. La 3'RACE 
a montré que ce lncRNA était polyadénylé, ce qui a été confirmé par une isolation ARN 
poly(A)+/poly(A)- montrant un enrichissement significatif de XLOC_087120 dans la fraction 
poly(A)+, suggérant donc une transcription par l'ARN pol II (Figure supplémentaire 1). 
Pour réduire l'expression du XLOC_087120, nous avons dans un premier temps utilisé 
différents siARNs dirigés contre ce transcrit, qui se sont avérés inefficaces. Nous avons alors choisi 
d'utiliser la stratégie GapmeR, pour les avantages qu'elle présente par rapport aux siARNs dans le cas 




GapmeR dirigé contre XLOC_087120 ou un GapmeR contrôle. Cette approche nous a permis 
d'obtenir une réduction de l'expression du XLOC_087120 d'environ 40% par rapport au contrôle 48h 
post-transfection (Figure 10A). Par rapport aux histones, la transfection du GapmeR XLOC_087120 
induit une augmentation statistiquement significative pour 6 des 9 histones (Figure 10B). Pour les 
histones H3F et H2BI, la différence n'est pas significative d'un point de vue statistique (liée à la 
variance entre les expériences), mais montre tout de même une augmentation de l'expression de ces 
histones en présence du GapmeR XLOC_087120. Seule l'expression de l'histone H3G ne semble pas 
être affectée par l'inhibition du XLOC_087120. Afin de déterminer l'impact de l'inhibition du 
XLOC_087120 sur l'expression globale des histones H3.1 et H4, nous avons utilisé des amorces de 
RT-qPCR capables d'amplifier l'ensemble des transcrits. Les variations de séquence entre les différents 
gènes codant les histones H2B n'ont pas permis d'utiliser un couple d'amorces spécifique unique. 
Ainsi, nous avons pu observer  une surexpression globale d'au moins 1,5 fois des histones canoniques 
H3.1 et H4 après inhibition du XLOC_087120 (Figure 10C). Ces résultats suggèrent que le 
XLOC_087120 pourrait intervenir dans des mécanismes de régulation en cis sur les histones 
adjacentes, mais également en trans sur les autres histones afin de réguler l'expression globale des 
histones H3.1 et H4. 
 
Figure 10 : Impact de l'inhibition de XLOC_087120 sur l'expression des histones. Différences 
d'expression de XLOC_087120 (A), des 9 histones proximales (B) et des types H3.1 et H4 (C), 48h 
post transfection des GapmeRs XLOC_087120 ou contrôle dans les OCI AML3, par RT-qPCR. n=3 ; 
***= p valeurs<0.001 ; **=p valeurs<0.01 ; *=p valeurs<0.05. 
En résumé, nous avons montré que le lncRNA XLOC_087120 est capable de réprimer 
l'expression d'histones proximales de la famille H2B, H3.1 et H4, et de façon plus globale le niveau 






VI) Est-ce que XLOC_087120 est capable de recruter PRC2? 
Les analyses de prédictions d'interaction ont montré que XLOC_087120 pouvait 
potentiellement interagir avec le complexe PRC2 via la sous unité SUZ12, et pourrait ainsi recruter ce 
complexe afin de réprimer les histones comme nous l'avons mis en évidence. Nous avons réalisé des 
expériences d'immunoprécipitation d'ARN (RIP) avec un anticorps anti- SUZ12 selon le protocole 
décrit par Rinn et al. (Rinn et al., 2007b). Le lncRNA PINT a été utilisé comme contrôle positif et 
l'ARNr 5S en contrôle négatif. PINT est un lncRNA précédemment décrit comme interagissant avec 
SUZ12 (Marín-Béjar et al., 2013), et l'ARN 5S nous permet également d'évaluer le bruit de fond. Par 
western blotting, nous observons bien la présence de SUZ12 dans la fraction immunoprécipitation de 
SUZ12 (IP SUZ12), et aucune bande dans la fraction contrôle (Figure 11A). La quantification des 
transcrits dans ces fractions par RT-qPCR montre effectivement un enrichissement du transcrit de 
PINT dans l'IP SUZ12 et aucun enrichissement de l'ARNr 5S par rapport au contrôle (Figure 11B). De 
manière intéressante, on observe également un enrichissement de XLOC_087120 dans la fraction 
immunoprécipitation de SUZ12. Le lncRNA XLOC_087120 interagit donc avec le complexe PRC2, 
pour potentiellement réguler l'expression des gènes codant les histones.  
 
Figure 11 : Interaction entre XLOC_087120 et la sous unité SUZ12 de PRC2. A. Western Blot 
après RIP (RNA Immunoprecipitation) avec les anticorps anti-SUZ12 ou IgG contrôle. B. 
Enrichissement du transcrit XLOC_087120 dans la fraction IP de SUZ12 par rapport à la fraction 
contrôle par RT-qPCR. Le lncRNA PINT est utilisé comme contrôle positif et l'ARNr 5S comme 





VII) Quel pourrait être l'impact de NPM1 mutée sur XLOC_087120? 
Chez les patients, la surexpression de XLOC_087120 est fortement associée à la présence de 
la mutation NPM1. Cependant, aucune variation du niveau d'expression de XLOC_087120 n'a été 
mise en évidence dans nos modèles cellulaires d'inhibition ou de surexpression de NPM1 muté. 
Sachant que le fractionnement cellulaire dans la lignée NB4 a montré que XLOC_087120 était plus 
abondant dans le cytoplasme, et que la forme mutée de NPM1 conduit à des défauts de localisation, 
nous avons supposé que la présence de NPM1 mutée pourrait avoir un impact sur la localisation de 
XLOC_087120. La localisation du XLOC_087120 a donc été comparée dans les différentes fractions 
entre la lignée NB4 NPM1 non muté et la lignée OCI AML3 NPM1 muté. Nous observons une 
localisation principalement cytoplasmique de XLOC_087120 dans les cellules NB4 (Figure 12) et à 
l'inverse, XLOC_087120 est préférentiellement et significativement localisé dans le noyau des cellules 
OCI AML3. 
 
Figure 12 : Localisation cellulaire de XLOC_087120 dans la lignée NB4 et dans la lignée OCI-
AML3. A. Enrichissement de XLOC_087120 après fractionnement noyau/cytoplasme de la lignée 
NPM1 non muté NB4, par RT-qPCR. GAPDH est utilisé comme contrôle positif de la fraction 
cytoplasmique et Snord44 comme contrôle positif de la fraction nucléaire. B. Enrichissement de 
XLOC_087120 après fractionnement noyau/cytoplasme de la lignée NPM1 muté OCI AML3, par RT-
qPCR. GAPDH est utilisé comme contrôle positif de la fraction cytoplasmique et Snord44 comme 





Afin de déterminer si c'est la présence de NPM1 mutée qui induit cette différence de 
localisation et non un autre des nombreux événements génétiques présents dans ces différentes lignées 
LAMs, nous avons analysé la localisation du XLOC_087120 dans la lignée HL60ER transduite avec 
NPM1 muté par rapport à la lignée HL60ER contrôle. Dans les HL60ER contrôles, le lncRNA 
XLOC_087120 est plus abondant dans le cytoplasme (Figure 13A). En revanche dans les HL60ER 
transduites avec NPM1 muté, on observe une délocalisation du XLOC_087120 du cytoplasme vers le 
noyau (Figure 13B). Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus dans les lignées NB4 NPM1 non 
muté et OCI AML3 NPM1 muté. Ainsi, il semble que la présence de NPM1 mutée permette une 
relocalisation nucléaire de XLOC_087120, ce qui pourrait potentiellement augmenter sa fonction de 
répresseur des histones. 
 
Figure 13 : Impact de la présence de la mutation NPM1 sur la localisation cellulaire de 
XLOC_087120. A. Enrichissement de XLOC_087120 après fractionnement noyau/cytoplasme de la 
lignée HL60ER infectée avec le plasmide XZ vide, par RT-qPCR. GAPDH est utilisé comme contrôle 
positif de la fraction cytoplasmique et Snord44 comme contrôle positif de la fraction nucléaire. B. 
Enrichissement de XLOC_087120 après fractionnement noyau/cytoplasme de la lignée HL60ER 
infectée avec le plasmide XZ-NPM1mut, par RT-qPCR. GAPDH est utilisé comme contrôle positif de 
la fraction cytoplasmique et Snord44 comme contrôle positif de la fraction nucléaire. Normalisation 






VIII) Quel est l'impact de la relocalisation de XLOC_087120 induite 
par NPM1 sur l'expression des histones? 
Les différences de localisation de XLOC_087120 dans le noyau ou dans le cytoplasme 
peuvent potentiellement moduler sa fonction de régulateur de l'expression des histones. Nous avons 
analysé si le modèle HL60ER exprimant NPM1 mutée présente une différence d'expression des 
histones proximales à XLOC_087120 et des histones cœurs. Dans ce modèle, seules 5 histones sur 9 
sont détectables par RT-qPCR. La présence de NPM1 mutée entraîne une légère diminution du niveau 
d'expression de ces histones  (Figure 14). De plus, l'expression globale des histones H3.1 et H4 
présente également une légère diminution, même si celle-ci n'est pas statistiquement significative. 
 
Figure 14 : Impact de la présence de la mutation NPM1 sur l'expression des histones. Expression 
relative des histones localisées près de XLOC_087120 (A) et des histones cœurs H3.1 et H4 (B) entre 
la lignée HL60ER transduite avec XZ-NPM1mut et XZ vide, par RT-qPCR. n=3 ; ***=p 
valeurs<0.001 ; *=p valeurs<0.05. 
En résumé, il semblerait que la mutation NPM1 ait un impact directement ou indirectement sur 
l'expression de certains lncRNAs et plus particulièrement sur la localisation du lncRNA 
XLOC_087120. Ce lncRNA semble être un répresseur transcriptionnel des gènes codant les histones 
en cis et potentiellement en trans, pour une répression globale des histones cœurs H3.1 et H4 via le 
recrutement de PRC2. L'hypothèse qui se dégage de ces résultats est que NPM1 mutée dans les LAMs 
conduirait à une délocalisation du XLOC_087120 dans le noyau, par un mécanisme qui reste à 
déterminer. Ainsi, ce lncRNA pourrait alors recruter le complexe PRC2 pour exercer une répression 
transcriptionnelle sur les gènes codant les histones. L'impact cellulaire de cette dérégulation reste bien 
évidemment à déterminer, cependant ce travail ouvre un grand nombre de perspectives, que je décrirai 






















Notre travail nous a permis de mettre en évidence de nouveaux lncRNAs non décrits à ce jour 
et des dérégulations de lncRNAs dans la leucémie aiguë myéloblastique à caryotype normal associées 
à la présence de la mutation du gène NPM1. De plus, nous avons identifié une signature de lncRNAs 
associée au pronostic des patients, confirmant donc l'intérêt de l'étude des lncRNAs dans le cancer et 
dans la leucémogenèse. 
Sont-ils vraiment non codants? 
La seconde partie de la définition d'un lncRNA est bien évidemment qu'il soit non codant.  Le 
potentiel codant de ces ARNs est évalué selon différents critères. La recherche d'ORF est le premier 
élément pris en compte. Seuls les ARNs avec des ORF inférieures à 100 acides aminés et avec un 
contexte codant "pauvre" (déterminé informatiquement) sont sélectionnés. Ces ORF sont alors 
comparées aux banques de données protéiques (Swissprot, PFAM,…) par analyse d'homologie 
(BLASTX). Enfin, la méthode de CSF (Codon Subsitution Frequency) permet d'évaluer si les codons 
sont conservés à travers l'évolution, indiquant ainsi la préservation du potentiel codant (Lin et al., 
2007). La validation expérimentale est un élément important pour définir si un lncRNA est réellement 
non codant. Plusieurs approches sont utilisées: la traduction in vitro, l'analyse du profil de fixation des 
ribosomes ou la comparaison avec des données de spectrométries de masse. L'étude de Banfai et al. a 
ainsi permis de déterminer qu'environ 92% des lncRNAs annotés dans le catalogue GENCODE v7 
n'étaient pas traduits en protéines en comparant les données de RNA-seq et de spectrométrie de masse 
sur deux lignées cellulaires (Bánfai et al., 2012). Cette approche reste cependant limitée pour les 
petites protéines de moins de 50 acides aminés. L'analyse de profil de fixation des ribosomes semble 
être la méthode la plus fiable à ce jour. Dans une première étude de profil de ribosome en 2011, 
l'équipe de Weissman avait démontré que la majorité des lncRNAs pouvait interagir avec les 
ribosomes, suggérant ainsi une traduction de ces lncRNAs (Ingolia et al., 2011). En 2013, cette équipe 
a déterminé un score d'efficacité de traduction à partir des mêmes données de profil de fixation des 
ribosomes et de RNA-seq. Les auteurs se sont aperçus que les régions 5'UTR et les différentes classes 
d'ARNs réellement non codants tels que les microRNAs avaient un score équivalent à ceux des 
lncRNAs. Ils ont alors analysé ces données différemment, en quantifiant le détachement des ribosomes 
(comparaison des données de ribosome profiling et de RNA-seq sur les putatives ORF). Cette 
approche a permis de montrer que les lncRNAs ainsi que les 3'UTR, 5'UTR et les ARNs non codants 
classiques avaient un profil différent de celui des ARNs codants. La quantification du détachement des 
ribosomes permettrait donc de distinguer les ARNs codants des ARNs non codants  (Guttman et al., 
2013). Pour finir, l'équipe de Weissman a mis en évidence en 2014 l'existence de petits peptides 
produits à partir de "séquences non codantes" par fixation des ribosomes en dehors des cadres ouverts 




Ainsi, il convient de rester prudent sur le qualificatif "non codant" attribué aux lncRNAs 
nouvellement identifiés. En effet, certains soit disant lncRNAs ont finalement été décrits comme 
codant de petits peptides fonctionnels. Par exemple, Anderson et al. ont pu mettre en évidence un 
ARN (reconnu comme ne possèdant pas d'ORF) codant le peptide MLN (Motilin). Ce peptide de 46 
acides aminés est traduit à partir d'un "lncRNA" spécifique aux muscles squelettiques et est impliqué 
dans la performance de ces derniers (Anderson et al., 2015). Il apparait donc nécessaire de suivre les 
évolutions de la caractérisation du micro-protéome. Cependant, même si certains de ces "lncRNAs" 
sont capables de produire des petits peptides, cela n'exclut pas qu'ils puissent avoir un rôle fonctionnel 
en tant qu'ARN. Ces ARNs sont alors qualifiés d'ARNs bifonctionnels. A titre d'exemple, on peut citer  
l'ARNm de p53 qui promeut sa propre traduction via la régulation négative de MDM2 (Candeias et al., 
2008). Le gène SRA est également bifonctionnel mais de manière un peu plus particulière. En effet, 
suivant l'épissage alternatif et l'isoforme qui en résulte, SRA peut être transcrit en un lncRNA 
fonctionnel ou en un ARN codant la protéine SRAP (Chooniedass-Kothari et al., 2004). Ce 
mécanisme ajoute un degré de complexité supplémentaire du transcriptome et laisse supposer la 
présence de nombreux gènes potentiellement bifonctionnels par des mécanismes d'épissage alternatif 
(Ulveling et al., 2011). 
Identification de lncRNAs fonctionnels : le challenge 
Le nombre important de nouveaux lncRNAs identifiés (8526 lncRNAs) dans cette étude peut 
paraître surprenant. Comme il s'agit de la première étude à grande échelle dans les LAMs et qu'il 
n'existe pas non plus d'étude à grande échelle dans la lignée myéloïde, on peut supposer que ces 
lncRNAs sont spécifiques de ce lignage ou de cette pathologie. Cette hypothèse est en accord avec les 
différentes études qui tendent à montrer que les lncRNAs sont exprimés de façon tissu spécifique 
(Cabili et al., 2011). Une autre explication peut être cette fois technique. En effet la majorité des 
études par RNA-seq utilise uniquement les ARNs poly(A)+. Or, comme mentionné dans 
l'introduction, un certain nombre de lncRNAs ne possèdent pas de queue poly(A) tout en étant 
fonctionnels, tels que les eRNAs. Afin d'analyser de manière plus générale et précise le transcriptome 
des lncRNAs, il parait primordial d'établir la sélection des ARNs pour le séquençage haut débit sur 
une base de longueur et non pas sur la présence/absence de queue poly(A). Ainsi, dans ce travail, nous 
avons choisi de réaliser le RNA-seq à partir des ARNs totaux (déplétés en ARNs ribosomiques) 
comprenant les ARNs poly(A)+ et poly(A)-.  On peut donc supposer qu'une grande partie des ARNs 
mis en évidence dans notre étude sont poly(A)-. Cette hypothèse est en accord avec les résultats que 
nous avons obtenus après isolation des ARNs poly(A)-/poly(A)+ dans les cellules NB4. En effet, 
parmi les 33 lncRNAs associés à NPM1 muté, la majorité semble être non polyadénylée (figure 




La structure des lncRNAs semble avoir un rôle important pour les interactions avec d'autres 
molécules, telles que des régulateurs de la chromatine, l'ADN ou les ARNs. HOTAIR par exemple 
possède des motifs structuraux précis et nécessaires pour son interaction avec les complexes LSD1 et 
PRC2. Déterminer les séquences en lien avec les fonctions pourrait permettre de cibler plus facilement 
les lncRNAs potentiellement fonctionnels à étudier. Cependant, cela reste un challenge important dans 
la caractérisation de ces molécules et de leur impact fonctionnel. Ainsi, de nouvelles méthodes ont été 
développées pour étudier la structure des ARNs comme la SHAPE (Selective 2'-Hydroxyl Acylation 
analyzed by Primer Extension) (Low and Weeks, 2010) ou la PARS (Parallel Analysis of RNA 
Structure) (Kertesz et al., 2010).  La technique de SHAPE se fonde sur l'utilisation d'agents chimiques 
induisant préférentiellement l'acylation des acides nucléiques simple brin ou des régions flexibles des 
ARNs. Les sites de ces modifications sont détectés par la reverse transcription qui est bloquée par ce 
type de modifications. L'analyse de ces séquences, couplée à des algorithmes de prédiction, s'est 
révélée être d'une grande précision pour l'étude des structures des ARNs. La PARS quant à elle, 
combine les méthodes traditionnelles d'ARNs "footprinting" (à l'aide de la RNAse V1 ou la nucléase 
S1) avec le séquençage haut débit pour identifier les régions simple ou double brin de plusieurs ARNs 
simultanément. Ainsi, cela permettrait d'analyser la structure des lncRNAs à grande échelle, de mettre 
en évidence des séquences consensus permettant l'interaction avec différents partenaires, et de 
déterminer les séquences associées aux différentes fonctions potentielles des lncRNAs. 
RNA-seq et transcriptomique haut débit : attention aux artéfacts 
La technique de RNA-seq, bien qu'évidemment puissante pour l'identification de nouveaux 
transcrits et la quantification globale du transcriptome, génère un certain nombre de biais. La 
préparation des librairies en premier lieu peut introduire des biais lors de la fragmentation des ARNs et 
de la transcription reverse, suivie des cycles d'amplification PCR des fragments. Cela peut conduire à 
la génération d'artefacts et à des erreurs de quantification. De plus, la séquence après l'assemblage de 
nouveaux transcrits peut être imprécise lorsque la couverture (nombre de reads alignés sur le génome) 
n'est pas suffisante. Cette identification de nouveaux transcrits nécessite donc des études 
complémentaires de type RACE et Northern Blot, afin de déterminer les séquences exactes. 
Corroborer ce type d'analyse avec des résultats de séquençage haut débit se basant sur la partie 5' des 
transcrits comme la méthode CAGE, pourrait également permettre d'avoir une idée plus précise des 
TSS des nouveaux transcrits identifiés. Dans notre signature, un certain nombre de lncRNAs sont 
situés dans un cluster que nous avons appelé cluster 028. Ces gènes sont très proches d'un point de vue 
génomique et leurs expressions sont très fortement positivement corrélées. Il pourrait s'agir d'un seul et 
même transcrit ou de portions de transcrits alternatifs, mal assemblés bioinformatiquement. En effet, la 
dérégulation induite par l'introduction de la mutation NPM1 dans la lignée HL60ER montre une sous-




contexte, on pourrait penser qu'il s'agisse en réalité de deux transcrits. Seules des expériences de 
Northern ou de RACE nous permettront de répondre à cette question.  
Concernant la quantification des transcrits à partir de donnée RNA-seq, la normalisation 
actuelle utilise le RPKM ou FPKM (Fragments per kb per million), qui prend en compte à la fois la 
taille de la librairie et la taille du transcrit. Cependant, utiliser cette unité pour réaliser un différentiel 
d'expression entre deux conditions introduit un biais important. La puissance du test statistique, basée 
sur un test de student, prend en considération le facteur taille du gène et conduit ainsi à une p valeur 
plus petite pour un gène plus grand. C'est pourquoi différentes méthodes de normalisation, plus 
compliquées d'un point de vue mathématique et légèrement moins précises que les RPKM ou FPKM, 
ont été utilisées comme les méthodes développées par DESeq ou edgeR. Le choix de l'une ou l'autre 
de ces méthodes dépend majoritairement du type d'expérience, de la taille des librairies, de la cohorte, 
etc. Dans notre cas, les résultats du RNA-seq ont été particulièrement reproductibles. En effet, nous 
avons obtenu de très fortes corrélations entre les données de RNA-seq et de PCR quantitative par 
Fluidigm sur les mêmes échantillons. Sur les 33 lncRNA sélectionnés, seul deux lncRNAs  n'ont pas 
pu être validés par Fluidigm. L'un d'eux n'a pas pu être quantifié pour des raisons techniques 
(amplifications aspécifiques malgré l'utilisation de différents couples d'amorces) et le deuxième 
lncRNA présentait une corrélation positive mais relativement faible entre les deux techniques. Ce 
résultat peut être lié aux différences techniques et méthodologiques entre le RNA-seq et la 
quantification relative par PCR. En effet, l'utilisation de gènes supposés de référence pour la 
normalisation des données de qPCR, ou encore la gamme de détection comprise entre le bruit de fond 
et la saturation du signal pour la mesure de fluorescence, peuvent introduire des biais de quantification 
et une limitation dans la quantification de transcrit faiblement exprimé. 
Association NPM1 et lncRNAs? 
L'analyse d'expression globale non supervisée du transcriptome des lncRNAs sur notre cohorte 
de patients LAM-CN nous a permis de mettre en avant un profil particulier d'expression de ces 
lncRNAs en présence de la mutation NPM1. Mais nous n'avons pas observé de profils d'expression 
particuliers associés à d'autres caractéristiques cliniques en analyses non supervisées, comme la 
mutation du gène FLT3 ou le statut FAB par exemple. En revanche, la mutation NPM1 présente un 
profil transcriptomique bien distinct avec 236 lncRNAs différentiellement exprimés selon nos critères 
stringents, confortant par ailleurs le statut d'entité à part entière des LAMs NPM1 muté. La difficulté 
technique d'étude, ainsi que le risque de n'être qu'un artefact et non un transcrit réel, de certaines 
classes de lncRNAs (les lncRNAs introniques et dans les UTRs de gènes codants) nous a incité à ne 
garder que les lncRNAs intergéniques et anti-sens. Nous avons donc pu mettre en évidence une 
signature de 33 lncRNAs permettant de distinguer significativement les patients NPM1 muté des 




les lncRNAs et les mécanismes moléculaires impliquant NPM1, et entre les lncRNAs et l'expression 
de gènes spécifiquement associés à cette mutation, tels que les gènes HOX. Evidemment, la signature 
n'a pas d'intérêt d'un point de vue clinique, mais démontre bien que les LAMs présentant la mutation 
NPM1 sont des entités en soi avec des profils transcriptomiques particuliers (ARNm, microARNs, 
lncRNAs), et que les lncRNAs pourraient participer au phénotype de ce type de cancer impliquant 
NPM1. La signature minimale permettant de regrouper les patients NPM1 muté étant de 19 lncRNAs 
et non de un ou deux lncRNAs suggère que l'expression de ces lncRNAs n'est pas uniquement 
dépendante de la présence de la mutation NPM1. En effet, pris indépendamment, aucun des lncRNA 
de la signature n'est capable de discriminer les patients NPM1 muté des patients NPM1 non muté. 
Cette observation permet deux hypothèses: -soit la dérégulation du lncRNA est un événement 
secondaire indépendant de NPM1; -soit la présence d'un autre facteur (lié au stade de blocage de 
différenciation ou la présence d'une autre mutation: DNMT3a, IDH1/2…) perturbe l'expression du 
lncRNA. Nous n'avons pas pu mettre en évidence le facteur responsable de cette hétérogénéité, car 
malheureusement nous n'avons pas toutes les informations cliniques concernant le statut mutationnel 
pour tous les gènes mutés de façon récurrente dans les LAM-CN. Ces hypothèses pourraient 
également expliquer les différences entre les résultats obtenus dans les lignées (après inhibition ou 
surexpression de NPM1) et ce que l'on peut observer chez les patients.  
Cette hétérogénéité d'expression des lncRNAs observés chez les patients NPM1 muté nous a 
permis de mettre en évidence une signature de deux lncRNAs associée au pronostic des patients. De 
manière intéressante, cette signature est statistiquement indépendante du statut de NPM1 et des autres 
facteurs pronostiques. Cela pourrait être la conséquence de l'hétérogénéité d'expression des lncRNAs 
et du faible nombre de patients sélectionnés pour les analyses statistiques. Cependant, l'indépendance 
de cette signature par rapport à NPM1 pourrait permettre de stratifier un peu plus le risque dans cette 
pathologie, et plus particulièrement au sein des patients NPM1 muté indépendamment du statut de 
FLT3. À la différence d'événements génétiques comme les mutations ou translocations représentant un 
état absolu, muté ou non, l'expression de gènes est soumise à la gradation de leurs expressions. Il est 
donc important que la gamme d'expression des gènes de la signature soit la plus large possible pour 
une classification des patients avec le moins de doute possible. La grande variabilité d'expression est 
un des avantages des lncRNAs qui pourrait faciliter la mise en évidence de signature pronostique forte. 
En effet, différentes études ont montré que les variations d'expressions entre différentes conditions 
(tissu sain/tissu malade, tissu indifférencié/tissu différencié, etc…) sont généralement plus importantes 
pour les lncRNAs que pour les ARNm, ce qui en fait potentiellement de bons marqueurs cliniques et 
pronostiques. Pour notre signature, nous pouvons observer des différences d'expression de plus de 100 
fois entre les groupes de patients. Notre cohorte reste petite, et une confirmation sur une cohorte plus 
large et multicentrique permettrait de valider et d'évaluer plus précisément l'intérêt clinique de cette 




à l'expression des lncRNAs était régulièrement plus significative dans la rechute que sur la survie 
globale. De plus, notre signature se base sur des patients ayant atteint au moins une rémission 
complète, suggérant un impact prédictif principalement dans la rechute. De manière intéressante, il n'y 
a que très peu de marqueurs de rechute dans la LAM-CN. Une étude plus poussée dans ce sens 
pourrait permettre de mettre en avant des signatures de lncRNAs avec un fort pouvoir de prédiction de 
la rechute. 
Pendant ma troisième année de thèse, une étude sur les lncRNAs dans les LAM-CN a été 
publiée par Garzon et al., dans laquelle les auteurs ont identifié des signatures de lncRNAs associées à 
différentes mutations récurrentes dans les LAMs, dont NPM1 (Garzon et al., 2014). Ils ont également 
montré une corrélation entre l'expression de lncRNA et le pronostic de patients LAM-CN en proposant 
une signature de 48 lncRNAs, validée sur une cohorte de 71 patients. Cette étude confirme 
l'importance des lncRNAs dans cette pathologie. Il existe cependant de nombreuses différences entre 
nos deux études. Tout d'abord, la technique de quantification des lncRNAs utilisée est différente 
puisqu'il s'agit de microarray dans l'étude de Garzon et al.. Cette technique ne permettant pas 
l'identification de nouveaux transcrits, les lncRNAs quantifiés sont ainsi uniquement des lncRNAs 
connus, répertoriés dans les banques de données. Nous n'avons donc pas de gènes en commun entre 
nos deux signatures NPM1 muté, puisque la nôtre est composée de 31 lncRNAs nouvellement 
identifiés sur 33. Les cohortes de patients LAMs sont également différentes des nôtres puisqu'ils ont 
sélectionné uniquement des patients de plus de 65 ans. Une autre différence majeure entre nos deux 
études est que nous avons voulu tester la robustesse de chacune de nos signatures. En effet, notre 
démarche a été de sélectionner dans un premier temps les gènes différentiellement exprimés entre les 
patients NPM1 muté et non muté puis de réaliser un clustering (analyse non supervisée) avec cette liste 
réduite de gènes. Cette approche nous a permis de valider la séparation des patients NPM1 muté et non 
muté. Dans l'étude de Garzon, seul le différentiel d'expression a été réalisé. De plus, nous avons 
également utilisé une deuxième cohorte de patients (cohorte de validation, n=50) pour confirmer nos 
résultats. Ces conditions très stringentes sont par ailleurs une des raisons pour lesquelles nous n'avons 
pas établi de signature de lncRNAs associée à la mutation FLT3-ITD, au contraire de Garzon et al..  
Impact de NPM1 mutée sur les lncRNAs? 
Expérimentalement, l'introduction de la mutation NPM1 ou sa délétion ne perturbe pas 
globalement l'expression des lncRNAs que nous avons sélectionnés. On a pu observer tout de même 
des dérégulations de l'expression des lncRNAs XLOC_028763, XLOC_028770, XLOC_028776, 
XLOC_074912 et XLOC_091736 en introduisant la mutation dans la lignée HL60ER et 
XLOC_007987 et XLOC_080771 en délétant NPM1 muté transitoirement dans la lignée OCI-AML3. 
Les différences d'observations entre ces expériences et les patients peuvent être dues à la nécessité 




différences inhérentes aux lignées cellulaires présentant des caryotypes complexes et de nombreuses 
mutations additionnelles, à la différence de nos patients aux caryotypes normaux. Le stade de blocage 
de différenciation, différent entre les cellules de patients NPM1 muté et nos lignées, pourrait 
également avoir un impact sur la régulation des lncRNAs. En effet, les blastes de patient LAM NPM1 
muté sont plutôt différenciés (FAB M4), alors que les lignées LAMs que nous avons utilisées sont 
plutôt indifférenciées (FAB M2/M3). De plus, nos résultats se basent sur de l'étude in vitro qui 
s'affranchit de tout contexte physiologique tel que le microenvironnement tumoral. Enfin, d'un point 
de vue technique, l'introduction de la mutation ne compense peut être pas suffisamment le niveau 
endogène de NPM1 sauvage. En effet, chez les patients, la mutation NPM1 est toujours hétérozygote, 
ce qui conduit à une expression similaire des allèles, muté et sauvage. Or, lorsque nous introduisons 
NPM1 muté dans nos lignées, nous observons également une légère augmentation du niveau 
d'expression de NPM1 sauvage. A l'inverse, l'inhibition transitoire de NPM1 muté par GapmeR induit 
également une diminution de NPM1 sauvage. Ce dernier effet est dû à de trop fortes similarités de 
séquences entre NPM1 muté et sauvage pour un ciblage entièrement spécifique. À la vue de 
l'importance du niveau d'expression de NPM1 pour ses différentes fonctions, parfois opposées, nous 
pouvons supposer également que l'impact de la dérégulation de NPM1 sauvage peut être à l'origine des 
dérégulations de lncRNAs en contradiction avec les résultats chez les patients. Bolli et al. ont montré 
que la délocalisation de NPM1 mutée et de ses partenaires peut être reversée lorsque NPM1 sauvage 
est transfecté et exprimé en excès, suggérant ainsi l'importance fonctionnelle de la balance 
d'expression NPM1 muté/NPM1 sauvage (Bolli et al., 2009). La surexpression et l'inhibition de la 
forme sauvage de NPM1 pourraient nous permettre d'évaluer l'impact de NPM1 dans la régulation de 
l'expression de ces lncRNAs.  
Si l'on compare les résultats obtenus sur nos différentes lignées, nous pouvons constater qu'il 
n'y a pas de correspondance entre les stratégies d'inhibition et d'expression de NPM1 mutée. En effet, 
les lncRNAs dérégulés dans ces deux types  d'expériences ne sont pas les mêmes. On peut tout d'abord 
noter des différences d'expression entre les lignées: la lignée HL60ER exprime seulement 22 des 33 
lncRNAs sélectionnés, la lignée NB4 26 lncRNAs et la lignée OCI-AML3 23 lncRNAs. D'un point de 
vue technique, la surexpression de NPM1 mutée a été obtenue à l'aide de rétrovirus permettant une 
expression stable de la protéine, alors que pour l'inhibition de NPM1 muté nous avons utilisé 
l'approche par GapmeR induisant une inhibition transitoire. L'inconvénient de la transfection 
transitoire est un temps d'observation court: 6 jours maximum post-transfection. Or, les LAMs sont 
des maladies avec une progression relativement lente et les études de la mutation NPM1 chez la souris 
montrent une apparition tardive du phénotype leucémique. Nous devrions peut-être envisager une 
extinction stable de NPM1 muté par sh-RNA ou par knock-out du gène permettant une observation 
plus tardive. En effet, Wang et al. ont transduit un sh-RNA dirigé contre NPM1 muté dans la lignée 




méthode n'a présenté aucun effet sur la forme sauvage de NPM1 (Wang et al., 2014c). Il en est de 
même pour nos expériences de surexpression de NPM1 mutée pour lesquelles nous avons analysé les 
résultats seulement deux semaines après le tri des cellules GFP positives. Il est intéressant de noter 
toutefois que les résultats expérimentaux sont en accord avec les observations chez les patients pour 
les lncRNAs XLOC_074912, XLOC_091736 et XLOC_007987, suggérant un impact nécessaire et 
suffisant de la mutation NPM1 sur l'expression de ces lncRNAs. Ces résultats nécessitent bien 
évidemment une validation par d'autres stratégies et sur d'autres lignées. L'utilisation d'inhibiteurs de 
l'oligomérisation de NPM1 tel que NSC34888, diminuant donc ses fonctions, et de la Degueline, une 
drogue ciblant spécifiquement la forme mutée de NPM1, pourraient nous permettre également de 
mettre en avant l'impact de NPM1 mutée sur la régulation de l'expression des lncRNAs (Balusu et al., 
2011)(Yi et al., 2015b). La Deguelin est une drogue anti-tumorale qui a été décrite comme réprimant 
spécifiquement NPM1 mutée en augmentant sa dégradation par le protéasome, mais qui n'a aucun 
effet sur NPM1 sauvage. Les raisons expliquant cette différence d'impact entre NPM1 sauvage et 
mutée ne sont pas encore connues. Cependant, il est important de prendre en considération que la 
Deguelin a des effets sur de nombreuses voies de signalisation impliquées dans les cancers comme 
PI3K/Akt, ce qui pourrait biaiser les résultats. Il serait également intéressant de transfecter 
transitoirement le GapmeR anti-NPM1 muté dans les HL60ER XZ-NPM1mut afin d'observer si l'on 
restaure le niveau d'expression des lncRNAs. Dans le but de s'affranchir des différences entre nos 
modèles d'études et les patients, peut-être pourrions-nous également travailler directement sur les 
cellules de patients LAM NPM1 muté. Toutefois, le maintien de ces cellules primaires en culture 
s'avère particulièrement difficile et limité dans le temps. Enfin, ces différences d'expressions peuvent 
être dues non pas à une régulation de l'expression, mais plutôt à une différence de stabilité des 
lncRNAs selon les conditions. D'après plusieurs études, NPM1 n'aurait pas un rôle direct dans les 
LAMs sur la régulation de l'expression des ARNm associés à la présence de NPM1 mutée comme les 
gènes HOX, mais plutôt un rôle indirect via la régulation de l'expression de microARNs ciblant des 
gènes HOX par exemple (De Braekeleer et al., 2014).  
D'après nos analyses préliminaires par alignement de séquences des lncRNAs sélectionnés, 
très peu de ces lncRNAs présentent des séquences homologues chez la souris. Cependant, plusieurs 
chercheurs s'accordent à dire que les algorithmes pour l'analyse de conservation entre les espèces ne 
sont pas totalement adaptés pour des séquences évoluant aussi rapidement que celles des lncRNAs. En 
effet, la recherche de conservation ne doit pas seulement s'attacher à la conservation de séquences sur 
l'ensemble du transcrit. Il existe d'autres niveaux de conservation à considérer:  
- une conservation de petites portions du transcrit responsables de la formation de structures 




- une conservation de la localisation génomique: les lncRNAs dont la séquence est différente mais qui 
sont localisés près des mêmes gènes codants dans différentes espèces 
- une conservation de la fonction malgré une faible homologie de séquence entre les différentes 
espèces telle que GAS5 (9% d'homologie entre l'homme et la souris mais producteur des mêmes 
snoARNs)   
 Ainsi, il serait intéressant de comparer nos résultats avec des résultats RNA-seq sur des souris 
knock-in NPM1 muté. Ceci pourrait nous permettre de mettre en évidence des lncRNAs conservés 
entre les deux espèces et dérégulés par la présence de NPM1 mutée. Pour finir, il parait logique 
d'évaluer également l'impact de NPM1 sur les lncRNAs à travers d'autres pathologies impliquant la 
nucléophosmine, comme les LAMs avec la fusion NPM-MLF1 (Myeloid Leukemia Factor 1), ou les 
lymphomes anaplasiques à grandes cellules  avec la fusion NPM-ALK (Anaplastic Lymphoma 
Kinase). 
La mutation de NPM1 semble également avoir un effet sur la localisation cellulaire des 
lncRNAs. Nous avons pu mettre en évidence une délocalisation du cytoplasme au noyau du lncRNA 
XLOC_087120 en présence de la mutation de NPM1, mais également une délocalisation du 
cytoplasme vers le noyau du lncRNA XLOC_091735 en présence de NPM1 mutée (Cf Figure 5 
Résultats supplémentaires et Figure 2 Illustrations supplémentaires). Or, NPM1 est également une 
RNA-binding protéine et il a récemment été montré par RIP que NPM1 était capable de lier le 
lncRNA Lnc_bc060912 (Luo et al., 2015a). On peut donc imaginer que NPM1 mutée intervienne dans 
la délocalisation des lncRNAs dans le contexte des LAMs. Cependant, le sens de délocalisation des 
lncRNAs (cytoplasme vers noyau) peut apparaitre contradictoire, puisque la mutation NPM1 induit 
normalement une délocalisation de ses partenaires du noyau vers le cytoplasme. On peut donc 
supposer que NPM1 mutée délocalise, inhibe ou diminue l'expression d'une protéine/d'un complexe 
protéique impliqué dans le transport des lncRNAs. L'utilisation de leptomycin B (un inhibiteur de 
l'exportine Crm1 impliqué dans le transport de NPM1 mutée dans le cytoplasme) pourrait nous 
permettre d'évaluer l'impact de la délocalisation de NPM1 sur la localisation cellulaire des lncRNAs. 
De plus, la recherche des partenaires protéiques de ces lncRNAs, par RNA biotin pull down ou par 
ChIRP couplé à la spectrométrie de masse, pourrait nous permettre d'identifier les acteurs impliqués 
dans cette délocalisation. 
Quelle est la fonction de ces lncRNAs? 
Que le génome soit transcrit en grande partie est un fait connu, mais que tous ces transcrits 
aient une fonction reste à déterminer. Les prédictions de fonctions par analyses bio-informatiques sont 
encore balbutiantes notamment par manque d'informations liant la séquence et/ou la structure aux 




complexes protéiques. Cependant, la plupart des algorithmes de prédictions d'interactions 
ARN/protéines présentent de la cross-prédiction entre RNA et DNA-binding protein et sont limités 
d'un point de vue de la taille des séquences à analyser (Yan et al., 2015). Toutefois, nos prédictions 
d'interactions entre les protéines et les lncRNAs que nous avons sélectionnés ont généré un grand 
nombre de résultats intéressants, notamment avec le complexe PRC2 via SUZ12 et/ou EZH2.  
Les lncRNAs peuvent également agir en tant qu'éponge à microARNs. Il existe des bases de 
données de prédictions d'interactions lncRNAs et microARNs. Cependant, ces bases de données ne 
répertorient que des lncRNAs déjà décrits et ne permettent pas l'utilisation de nouvelles séquences. De 
manière générale, même si les lncRNAs présentent des sites d'interactions avec des microARNs, il faut 
être prudent avant de les considérer comme des ceRNAs (competiting RNA). Une étude publiée en 
2014, traitant de l'effet compétiteur des lncRNAs sur le miR-122 et ses cibles, a conclu qu'il était peu 
probable que les lncRNAs présentant des sites d'interactions aux microARNs soient des compétiteurs 
endogènes efficaces (Denzler et al., 2014). En effet, la majorité des lncRNAs n'atteint pas le niveau 
d'expression nécessaire pour séquestrer les microARNs qui sont exprimés plus fortement. De plus, la 
plupart des lncRNAs ne contiennent pas de multiples sites d'interactions aux microARNs, une 
caractéristique nécessaire aux ceRNAs pour cibler de manière efficace les microARNs.  
La méthode Guilt By Association permet d'avoir une vue d'ensemble des différentes voies 
moléculaires et cellulaires dans lesquelles un lncRNA peut être impliqué, mais ce type d'analyse 
repose sur des corrélations d'expressions qui ne sont en aucun cas synonyme de cause. Les expériences 
de perte ou gain de fonction sont donc nécessaires mais difficiles. D'une part parce que ces lncRNAs 
sont généralement peu conservés et peu exprimés, et d'autre part parce que les expériences d'ARN 
interférents sont difficilement efficaces, surtout pour des molécules associées à la chromatine. Bien 
que cela ne diminue en rien la fonction du gène proprement dite, le fait qu'un lncRNA puisse aussi être 
traduit en un petit peptide fonctionnel non présent à l'heure actuelle dans les banques de protéines, 
rend d'autant plus difficile la caractérisation de la fonction de ces ARNs "non codants" par ce type 
d'expériences.  
Bien que nous nous soyons focalisés sur le lncRNA XLOC_087120, les études fonctionnelles 
d'autres lncRNAs de la signature pourraient donner des résultats intéressants. Par exemple, les deux 
lncRNAs XLOC_010909 et XLOC_028779 associés au pronostic des patients LAMs pourraient être 
impliqués dans des processus cellulaires comme la prolifération, l'apoptose, ou la résistance aux 
traitements. En effet, l'expression de XLOC_010909 est fortement corrélée à l'expression de gènes 
homéotiques dérégulés en présence de la mutation NPM1. Cependant, nous n'avons pas trouvé pour 
l'heure de lignée LAMs exprimant XLOC_010909, nous obligeant donc à caractériser et cloner ce 
lncRNA à partir d'échantillons provenant de patients. L'étude des 3 lncRNAs XLOC_007987, 




dans nos lignées, montre qu'ils pourraient également être impliqués dans le phénotype induit par cette 
mutation, comme le blocage de la différenciation et la réponse aux traitements dans les LAMs. 
L'inhibition ou la surexpression de ces lncRNAs au cours de la différenciation des lignées HL60ER et 
NB4, induite par le DMSO et l'acide rétinoïque respectivement et après traitement 
chimiothérapeutique à la cytarabine et/ou daunorubicine, pourraient répondre à ces questions. Le 
lncRNA XLOC_080771 est surexprimé chez les patients NPM1 muté, et également fortement 
dérégulé dans nos expériences d'inhibition de NPM1 mutée, ce qui en fait également un bon candidat 
d’étude. Ce lncRNA est situé à proximité du gène codant la MAP Kinase MAP3K1 et son expression 
est positivement corrélée à l'expression de ce gène. De plus, XLOC_080771 est associé 
significativement au GoTerm MAPK dans les cancers dans nos analyses ontologiques, il pourrait donc 
avoir un impact notamment sur la prolifération. 
Le lncRNA XLOC_087120 : régulateur négatif des histones? 
Nos résultats sur le lncRNA XLOC_087120 sont prometteurs. En effet, nous avons pu mettre 
en évidence une répression induite par ce lncRNA sur l'expression de différents gènes d'histones à 
proximité de ce gène, dans le cluster 1 des histones, ainsi que sur l'expression globale des histones 
cœurs H3.1 et H4. Un certain nombre de questions restent en suspens. Tout d'abord, cette répression 
via le recrutement de PRC2 reste à confirmer. Nous avons pu montrer que XLOC_087120 interagissait 
avec la sous unité SUZ12 dans la lignée Hela par RIP. Ce résultat reste lui-aussi à valider, d'une part à 
partir d'au moins une lignée LAM, ce qui s'est avéré être plus difficile techniquement que dans les 
Hela: en effet, l'efficacité d'immunoprécipitation de SUZ12 est bien plus faible dans les lignées LAMs, 
associée par conséquent à une expression des lncRNAs plus difficilement détectable par RT-qPCR. 
D'autre part, la validation de cette interaction entre le lncRNA et PRC2 pourrait être réalisée par 
l'immunoprécipitation de l'ARN au lieu de la protéine. Typiquement, cette interaction peut être 
montrée par Biotin RNA pull down. Cette technique consiste à marquer l'ARN avec la biotine, 
immunoprécipiter le complexe ARN/protéine avec des billes de streptavidine, et analyser les protéines 
du complexe par western blot pour les protéines déjà suspectées, ou par spectrométrie de masse pour 
une identification globale. Cela nous permettrait de valider l'interaction de XLOC_087120 et PRC2 et 
de déterminer si cette interaction est réalisée avec la sous unité SUZ12 ou EZH2. En effet, la RIP que 
nous avons réalisée l'a été en conditions non dénaturantes, immunoprécipitant ainsi tout le complexe 
PRC2. De plus, l'identification de nouveaux partenaires pourrait indiquer d'autres fonctions 
potentielles, et par exemple nous permettre de déterminer pour quelles raisons XLOC_087120 est 
délocalisé dans le noyau en présence de la mutation NPM1. 
Cependant, même si l'interaction avec PRC2 est confirmée, rien ne prouve que ce soit par ce 
biais que s'effectue la régulation sur les gènes des histones. Comme cité dans l'introduction, les 




L'étude des marques des histones comme H3K27me3, spécifique de PRC2, par ChIP sur les 
promoteurs des gènes des histones réprimés, permettrait d'identifier le type de régulation et 
potentiellement le complexe de régulation épigénétique impliqué. Mais il est tout à fait possible aussi 
que cette répression de XLOC_087120 puisse être indirecte, en régulant l'expression d'un régulateur 
transcriptionnel des gènes codant les histones. La preuve pourrait être amenée par une expérience de 
ChIRP (Chromatin Isolation by RNA Purification). Cette technique permettrait d'identifier d'une part 
les gènes cibles, et d'autre part les partenaires protéiques du lncRNA. L'hypothèse d'une régulation des 
gènes des histones par le complexe PRC2 a été renforcée récemment par une étude de l'équipe 
d'Estelle Duprez sur les marques épigénétiques dans les LAMs. En effet, cette étude montre une 
augmentation des marques épigénétiques répressives spécifiques de PRC2 H3K27me3 dans le cluster 
1 des histones chez les patients NPM1 muté. Ces marques sont associées à une diminution de 
l'expression de différents gènes dont HIST1H2BH, HIST1H3F et HIST1H4F (Tiberi et al., 2015). De 
manière intéressante, ces 3 gènes font partie des 9 gènes que nous avons pu montrer comme régulés 
par XLOC_087120, supportant donc une régulation directe ou indirecte à travers le recrutement de 
PRC2. 
Malgré une régulation qui semblerait proximale en cis, nous observons également une 
perturbation de l'expression des histones cœurs H3.1 et H4 en cas de modulation de l'expression du 
XLOC_087120. Ces résultats suggèrent un effet plus global du lncRNA sur la régulation de 
l'expression des histones. On observe notamment des corrélations significatives (négatives ou 
positives) avec la plupart des histones du cluster 1, cluster le plus important chez l'homme, constitué 
de 55 gènes d'histones. Mais nous avons également observé des corrélations avec d'autres histones 
cœurs comme H2B et même des histones plus "exotiques" telles que les histones CENPA et H2AFX, 
ainsi que des histones des autres clusters 2, 3 et 4, plus petits et sur d'autres chromosomes, suggérant 
donc un effet trans de cette régulation. La difficulté à dessiner des amorces spécifiques pour tous ces 
gènes très proches du point de vue de leurs séquences, rend difficile l'étude de leurs expressions par 
RT-qPCR. Il serait donc pertinent d'évaluer l'impact de la dérégulation de XLOC_087120 par RNA-
seq après inhibition ou surexpression du lncRNA dans nos modèles. Cette approche, couplée à la 
ChIRP, nous permettrait également d'identifier de nouvelles cibles du XLOC_087120 autres que les 
gènes des histones. Il reste également à déterminer si cette régulation de XLOC_087120 sur les 
histones est spécifique et n'est pas la seule conséquence d'une proximité spatiale. Il apparait donc 
comme nécessaire de valider d'une part la répression sur l'expression des histones, et si cet effet est 
spécifique du lncRNA d'autre part, en sur-exprimant XLOC_087120. Typiquement, nous envisageons 






Impact physiologique de la dérégulation de XLOC_087120? 
Nous n'avons pas encore évalué l'impact cellulaire de la dérégulation de XLOC_087120 et par 
conséquent l'impact de la dérégulation des histones dans les LAMs. En effet, les histones étant 
impliquées dans la condensation et la décondensation de la chromatine, nous pouvons nous attendre à 
des effets divers. D'un point de vue général, les histones sont plutôt considérées comme oncogéniques 
avec des surexpressions de certains types d'histones dans de nombreux cancers comme dans les 
cancers du côlon, du sein, de l'œsophage, ou encore des poumons (Hua et al., 2008)(Tomonaga et al., 
2003)(Graber et al., 1996)(Wu et al., 2012b). Des mutations récurrentes dans des gènes codants des 
histones H3.1 et H3.3 ont également été retrouvées dans des glioblastomes de l'enfant (Wu et al., 
2012a). Mais les régulations induites par les histones sont bien plus complexes qu'il n'y parait. Elles 
peuvent dépendre du contexte cellulaire, et certaines histones se sont également avérées être des 
tumeurs suppresseurs par la régulation négative d'oncogènes (Kapoor et al., 2010).  
Le plus évident des effets auxquels nous pourrions nous attendre pourrait être au niveau de la 
réplication de l'ADN et donc plus généralement dans la prolifération. Mais il pourrait aussi y avoir un 
effet sur la stabilité et l'intégrité des télomères, dans la régulation transcriptionnelle et épigénétique, la 
stabilité génomique et la ségrégation des chromosomes (Brickner et al., 2007)(Shia et al., 
2006)(Goldberg et al., 2010). Certains gènes d'histones comme les histones H3.1 et H3.2 sont des 
histones de réplication, synthétisés et nécessaires au passage de la phase S du cycle cellulaire. 
L'établissement d'une lignée LAM exprimant stablement XLOC_087120 pourrait nous permettre de 
faire des études de cycle cellulaire. Cela nous permettrait notamment de quantifier le nombre de 
cellules dans les différentes phases du cycle en présence ou absence du lncRNA, par l'utilisation 
d'iodure de propidium en cytométrie en flux. L'impact sur la prolifération pourrait être évalué 
classiquement par l'introduction de CFSE dans les cellules et nous analyserons la diffusion du signal 
suite à la division cellulaire par cytométrie. La répression des histones induite par XLOC_087120 
pourrait ainsi conduire à une diminution de la prolifération, ce qui pourrait être en accord avec le 
phénotype moins agressif des LAMs présentant la mutation NPM1.  
Le deuxième effet pourrait être la réponse aux traitements, et plus généralement l'apoptose. La 
raison pour laquelle cette mutation dans les LAMs est associée à un meilleur pronostic et est plus 
sensible à la chimiothérapie n'est pas clairement établie : cet effet pourrait être la conséquence de la 
diminution du métabolisme des ribosomes, ou encore lié à un défaut de réparation de l'ADN. NPM1 a 
été impliquée dans la maintenance de l'intégrité génomique et notamment dans la réparation de l'ADN. 
En effet, il a été montré que NPM1 a une influence sur la TLS (Translesion DNA Synthesis), un 
processus de réparation faisant intervenir la polymérase polη. Dans cette étude, les auteurs ont mis en 
évidence que NPM1 régulait ce processus en diminuant la dégradation de cette polymérase. Dans le 




de polη et un défaut du mécanisme de TLS. Il pourrait en découler une plus grande instabilité 
génomique et donc une augmentation de la mort cellulaire après traitement (Ziv et al., 2014). De 
manière intéressante, certaines histones comme les histones de type H3.3 sont impliquées et 
nécessaires au bon fonctionnement du processus de réparation de l'ADN comme CENPA et H2AFX, 
recrutées aux niveaux des sites de lésions. On peut donc imaginer que la répression induite par 
XLOC_087120 rendrait le mécanisme de réparation moins efficace par son action sur les gènes des 
histones impliqués dans ce processus, augmentant le nombre de cellules en apoptose. L'implication de 
lncRNAs dans la réparation de l'ADN a déjà été décrite. Jiao et al. ont montré que le lncRNA LIRR1 
(Long intergenic radiation-responsive ncRNAs) était un régulateur de la réparation de l'ADN, induite 
par irradiations dans la lignée épithéliale bronchique humaine BEAS-2B (Jiao et al., 2015). Ce 
lncRNA agit notamment en diminuant l'expression de protéines impliquées dans la réparation. Nous 
testerons l'impact de la dérégulation du XLOC_087120 dans nos lignées sur l'apoptose par cytométrie 
en flux (marquage Annexin V/7-AAD), après traitement à la daunorubicine.  
Enfin, les LAMs étant caractérisées par un blocage de la différenciation myéloïde, nous 
testerons l'effet de la dérégulation du XLOC_087120 dans ce processus. Pour cela, nous utiliserons les 
lignées NB4 et HL60ER après surexpression ou inactivation du XLOC_087120 et en présence ou non 
de NPM1 muté. Le traitement avec l'acide rétinoïque de la lignée NB4 induit une différenciation 
granulocytaire. Le traitement avec le DMSO de la lignée HL60ER conduit à une différenciation 
monocytaire. L'état de différenciation des cellules sera évalué par cytométrie en flux à l’aide des 
marqueurs de surfaces CD11b, CD15 et CD14, et par observation morphologique des cellules sur 
lames après coloration au May Grunwald Giemsa.  
Il faut évidemment garder à l'esprit que les lncRNAs peuvent être bi- voir multi-fonctionnels. 
XLOC_087120 pourrait donc avoir d'autres fonctions et un impact cellulaire indépendamment de son 
rôle de régulateur d'histones. 
Etudes in vivo de XLOC_087120? 
Tous ces processus et ces expériences restent des études in vitro. L'évaluation de l'impact de 
XLOC_087120 ex vivo et in vivo est donc indispensable, afin de confirmer l'importance de la 
dérégulation de ce lncRNA observée chez les patients LAM-CN. En premier lieu, des études de 
lignées LAMs surexprimant ou inhibant XLOC_087120 xénogreffées chez la souris, pourraient nous 
permettre d'évaluer l'impact de la dérégulation de XLOC_087120 in vivo. Des études sur des modèles 
de knock-out ou knock-in murin de XLOC_087120 pourraient s'avérer plus compliquées à mettre en 
place, étant donné la faible conservation des lncRNAs qui est généralement observée entre l'homme et 




Bien que les clusters d'histones et les différents gènes soient bien conservés dans l'évolution, 
nos analyses préliminaires ne nous ont pas permis de mettre en évidence des séquences homologues à 
XLOC_087120 chez la souris. Des expériences de knock-out murin paraissent donc compromises sans 
analyses plus poussées de la conservation du lncRNA chez la souris. Cependant, nous pourrions tout 
de même introduire la séquence de XLOC_087120 par recombinaison homologue dans le cluster des 
histones équivalent au cluster 1 des histones chez l'homme. En effet, nous savons que les mécanismes 
de régulation épigénétique sont conservés entre les deux espèces, PRC2 étant notamment conservé 
entre la souris et l'homme. Toutefois, il est nécessaire de prendre en compte que les structures 
permettant l'interaction entre le lncRNA et PRC2 ne sont peut-être pas les mêmes chez la souris, et que 
la régulation des histones ne dépend peut être pas de la triméthylation H3K27. Ainsi, il parait 
judicieux de déterminer au préalable l'impact de XLOC_087120 humain sur l'expression des histones 
murines en transduisant des lignées cellulaires murines avec le lncRNA. Nous pourrions également 
envisager des études à partir de souris humanisées. En effet, nous souhaiterions transplanter des 
cellules humaines CD34+ transduites avec XLOC_087120 ou un sh-RNA dirigé contre le lncRNA 
dans des souris NSG (NOD/SCID/Gamma). Cela pourrait nous permettre d'observer l'impact du 
lncRNA sur l'hématopoïèse normale d'une part, son action potentielle sur le blocage de la 
différenciation et/ou l'augmentation de la prolifération intervenant dans le processus leucémique 
d'autre part.  
Le lien entre NPM1 mutée et XLOC_087120? 
Pour le moment, nous n'avons pas pu mettre en évidence in vitro un effet de la présence de 
NPM1 mutée sur le niveau d'expression du XLOC_087120. Il semblerait que la mutation NPM1 agisse 
uniquement sur la localisation cellulaire du XLOC_087120. Or, chez les patients NPM1 muté on 
observe une surexpression du XLOC_087120. On peut donc supposer que cette surexpression est un 
événement secondaire qui, associé à la présence de la mutation NPM1, entraîne une forte répression 
des histones. Il n'y a pour l'instant pas d'exemple dans la littérature de la régulation de l'expression des 
histones par NPM1, bien que NPM1 soit directement impliquée dans la régulation de l'assemblage des 
histones. Nous pouvons cependant faire un parallèle avec la régulation qu'exerce NPM1 sur la 
biogenèse des ribosomes. En effet, NPM1 est nécessaire à la maturation et à l'export des ribosomes, 
mais également à l'expression des ARNr. NPM1 peut s'associer aux promoteurs des ARNr, via des 
structures G-quadruplexes, et il a été montré que la déplétion de NPM1 ou l'expression d'un dominant 
négatif comme NPM3, conduit à l'inhibition de la transcription des ARNr (Gadad et al., 2010). Nous 
pouvons donc supposer que NPM1 présente ces deux niveaux de régulation sur les histones, à la fois 
en tant que chaperone, mais aussi en tant que régulateur de leur expression via le lncRNA 
XLOC_087120. Nous pourrions ainsi envisager la transplantation de cellules CD34+ humaines co-




souris humanisées nous permettrait de déterminer si la dérégulation du XLOC_087120 est un 




Au cours de ce travail de thèse, j’ai pu démontrer par des techniques de transcriptomique 
quantitative à grande échelle (RNA-seq et Fluidigm) que l’expression des lncRNAs était dérégulée 
dans la leucémie aiguë myéloblastique à caryotype normal, et plus particulièrement dans les LAM-CN 
présentant la mutation du gène NPM1. J'ai pu également démontrer que le XLOC_087120, un lncRNA 
nouvellement identifié et surexprimé chez les patients NPM1 muté, intervenait dans la répression 
transcriptionnelle des gènes des histones probablement via le recrutement du complexe PRC2. Ainsi, 
ce travail s’inscrit dans l’idée récente que ces lncRNAs ont une véritable fonction physiologique et que 
leurs dérégulations ont des conséquences pathologiques. La caractérisation fonctionnelle de ces 
lncRNAs nous permettra d’approfondir nos connaissances fondamentales sur la fonction des lncRNAs, 
et aussi de mieux comprendre leurs rôles dans les processus oncogéniques. Ces lncRNAs pourraient 
rapidement constituer de nouvelles cibles thérapeutiques, et ainsi permettre d'affiner la classification et 
la stratification du risque dans les cancers. De plus, la suite de ce travail pourrait générer des 
perspectives intéressantes quant à la compréhension des mécanismes aussi fondamentaux que la 
régulation de l'expression des histones par des lncRNAs. Cela crée un champ d'investigations qui 
s'ouvre dans différents domaines, de la biologie fondamentale au développement et à toutes les 





















Figure supplémentaire 1: Polyadénylation des lncRNAs associés à la mutation NPM1 dans les 
LAMs. Différences d'enrichissement des 22 lncRNAs détectables dans la lignée NB4 après 
fractionnement poly(A)+/poly(A)-. Le transcrit H2BK est utilisé comme contrôle négatif de la 
polyadénylation et le transcrit HOXA10 comme contrôle positif. Normalisation par rapport à la 





Figure supp 2: Enrichissement des lncRNAs dans le noyau et cytoplasme dans les OCI-AML3. 
Différences d'abondance de 27 lncRNAs associés à NPM1 dans les LAMs détectables après 
fractionnement noyau/cytoplasme de la lignée OCI-AML3, par RT-qPCR. GAPDH est utilisé comme 
contrôle positif de la fraction cytoplasmique et le snoARN Snord44 comme contrôle positif de la 

















Prédictions d'interactions protéines/lncRNAs et analyse de GOTerm: 
L'algorithme de prédiction catRAPID a été utilisé pour prédire les interactions potentielles entre les 
lncRNAs sélectionnés et des protéines. Cet algorithme est basé sur la contribution de structures 
secondaires prédites, les liaisons hydrogènes et van der Waals pour calculer un score d'interaction et la 
force d'interaction. Nous avons établi des seuils supérieurs à 75% pour la force d'interaction, 70% pour 
la puissance discriminative, et les partenaires protéiques potentiels ont été sélectionnés selon la 
propension d'interaction attribuée au Z score (http://service.tartaglialab.com) (Agostini et al., 2013). 
Les corrélations d'expression entre différents gènes ont été déterminées par le calcul du coefficient de 
Pearson sur Excel. Les gènes présentant un coefficient r de corrélation inférieur à -0,5 ou supérieur à 
0,5 ont été sélectionnés et analysés en utilisant DAVID (Database for Annotation, Visualization and 
Integrated Discovery). La significativité des composants cellulaires et des voies moléculaires GO a été 
identifiée en se basant sur une FDR (False Discovery Rate) inférieure à 0,05. 
Culture cellulaire: 
Les lignées cellulaires Hela et HEK 293T ont été cultivées respectivement en DMEM et IMDM 
(Sigma) et les lignées cellulaires LAMs HL60 ER (Ecotropic Receptor), NB4 et OCI AML3 ont été 
cultivées respectivement en IMDM et RPMI, dans une étuve à 37°C et 5% de CO2. Chaque milieu a 
été additionné de 10% de SVF (Life Technologies), 100U/ml de pénicilline (Life Technologies) et 
100µg/ml de streptomycine (Life Technologies).  
Extraction ARN et synthèse d'ADNc: 
Les ARNs totaux ont été extraits par Trizol (Ambion) selon les recommandations du fournisseur. La 
pureté et la concentration des ARNs ont été déterminées sur le Nanodrop 1000 (Thermo Fisher 
Scientific). L'intégrité des ARNs extraits de patients a été évaluée par un 2100 Bioanalyzer avec le kit 
RNA 6000 Nanon Chip (Agilent Technologies). Seuls les échantillons avec un RIN (RNA Integrity 
Number) > 7 ont été utilisés. De 100gn à 1µg d'ARNs ont été rétrotranscrits en ADNc avec le kit 
QuantiTect Reverse Transcription (Qiagen), avec un traitement DNAse selon les conditions indiquées 
par le fournisseur. 
Quantification par PCR quantitative (qPCR): 
L'expression de chaque gène a été quantifiée par qPCR avec des amorces spécifiques déterminées 
grâce au logiciel en ligne Primer3-PCR primer design tool. La réaction de PCR a été réalisée avec le 
kit SYBR Premix Ex Taq (Takara) sur un thermocycleur StepOnePlus (Applied Biosystems) selon le 
protocole Fast standard recommandé par le fournisseur. Les gènes TBP (TATA Binding Protein) et 






Entre 7.105 et 8.105 cellules ont été fractionnées avec le kit Cytoplasmic & Nuclear RNA Purification 
Kit (Norgen Biotek) selon les recommandations du kit. Brièvement, les cellules sont lysées une 
première fois et après centrifugation, le surnageant contenant la fraction cytoplasmique est récupéré. 
Le culot de noyaux est ensuite lysé vigoureusement, centrifugé et le surnageant contenant la fraction 
cytoplasmique nucléaire est récupéré. Les ARNs sont ensuite directement extraits à partir de chaque 
fraction selon le protocole du kit avec un rapport volume Cytoplasme/Noyau de 1:1. Les différences 
d'abondance entre les deux fractions ont ensuite été déterminées par RT-qPCR. L'ARNm de la 
GAPDH a été utilisé pour évaluer la contamination cytoplasmique dans le noyau et le snoARN 
SNORD44 a été utilisé pour évaluer la contamination nucléaire dans le cytoplasme. 
Fractionnement poly(A)+/poly(A)- : 
Les fractions poly(A)+ et poly(A)- ont été isolées à l'aide du kit polyA Spin mRNA Isolation (NEB). 
Les ARNs totaux extraits de cellules NB4 ont été incubés avec des billes de cellulose oligo(dT), pour 
isoler les ARNs poly(A)+ accrochés aux billes et les ARNs poly(A)- présents dans l'élution après 
incubation. Cette sélection a été réalisée deux fois de suite pour assurer la pureté des populations dans 
chaque fraction. Les différences entre les fractions ont ensuite été évaluées par RT-qPCR. L'ARNm de 
H2BK a servi de contrôle positif de la fraction poly(A)- et l'ARNm de HOXA10 a servi de contrôle 
positif pour la fraction poly(A)+.  
RNA Immunoprécipitation (RIP): 
La RIP a été réalisée selon les modalités précédemment décrites par Rinn et al. avec quelques 
modifications (Rinn et al., 2007b). Les cellules Hela ont été lysées dans un tampon RIPA (Tris-HCl 20 
mM, pH 7.4, NaCl 150mM, EDTA 4mM, Triton X-100 1%) additionné d'inhibiteurs de phosphatase 
(Na3VO4 1mM, NaF 1mM), de phénylméthylsulfonylfluoride (PMSF) et d'un cocktail d'inhibiteurs de 
protéase (Roche). Environ 5mg d'extrait protéique ont été ensuite incubés avec chaque anticorps 
(l'anticorps de la protéine à immunoprécipiter SUZ12 (ab12073 Abcam) et l'anticorps contrôle IgG 
(sc-2027 Santa Cruz)) durant 2h à 4°C. L'extrait protéique plus l'anticorps ont été ensuite incubés avec 
des billes A pendant 1h à 4°C. Après 4 lavages, les billes ont été centrifugées et suspendues dans le 
Trizol pour l'extraction ARN et une partie a été analysée par Western Blot. 
Western Blot: 
30µg d'extrait protéique ou 10% de billes A (RIP) sont fractionnés sur gel polyacrylamide SDS-PAGE 
(10% ou 15%) et transférés sur membrane de nitrocellulose (Whatman). Les western-blots ont été 
réalisés en utilisant les anticorps anti, SUZ12 (ab12073 Abcam), NPM1 mutant (fourni par le Pr 




visualisées en utilisant des anticorps secondaires couplés à la péroxidase (Jackson ImmunoResearch) 
et le kit ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (Amersham Biosciences). 
5'/3' RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends): 
Les séquences terminales en 5' et en 3' du lncRNA XLOC_087120 ont été déterminées par l'utilisation 
du kit 5'/3' RACE 2nd Generation (Roche) selon les instructions du fournisseur. Brièvement, 1µg 
d'ARNs a été rétrotranscrit en ADNc à l'aide d'une amorce oligod(T) présentant une séquence 
particulière en queue flottante (fournie par le fabriquant) pour la 3' RACE, et à l'aide d'une amorce 
spécifique du lncRNA pour la 5'RACE. Le fragment 3' est amplifié par PCR à l'aide d'une amorce 
spécifique du lncRNA et d'une amorce spécifique de la fin 3' fournie par le fabriquant. Le produit est 
ensuite visualisé sur gel d'agarose 1% par UV et séquencé (GATC-Biotech). Pour la 5'RACE, l'ADNc 
est traité par une Terminal Transferase rajoutant une queue poly(A) en 3' (5' du transcrit). Cette queue 
va pouvoir servir de matrice pour une succession de PCR pseudo-nichées entre la queue poly(A) 
nouvellement ajoutée et des amorces spécifiques du lncRNAs. Le produit final sera par la suite 
séquencé pour déterminer la séquence exacte des extrémités du lncRNA XLOC_087120. 
Clonages: 
La séquence complète du lncRNA XLOC_087120 (déterminée par 3'/5'RACE) a été amplifiée par 
PCR à partir d'ADNc. Après purification, le fragment a été directement sous cloné dans le vecteur 
pCR™-Blunt II-TOPO® (Life) et amplifié dans les bactéries DH5α (NEB). Les sites de restrictions 
EcoRI entourant le fragment dans le vecteur ont été digérés et le fragment a été inséré par ligation dans 
le vecteur rétroviral pMSCV PIG (Puro IRES GFP). 
L'ADNc de NPM1 muté (la forme majoritaire A) nous a été fourni par le Pr Brunangelo Falini (Italie). 
NPM1 muté a ensuite été amplifié avec des amorces contenant les sites de restrictions pour Xho1 et 
Ecor1, digéré et directement inséré par ligation dans le vecteur rétroviral XZ-IRES-GFP. 
Les vecteurs produits ont tous été vérifiés par séquençage et amplifiés pour transfection transitoire ou 
infection. 
Production virale et infection: 
Les cellules HEK 293T ont été transfectées avec 15µg du vecteur pCL-Eco et 25µg du vecteur 
pMSCV PIG-XLOC_087120 ou XZ-NPM1muté, par nucléofection avec le kit TransIT-X2 (Mirus). 
Le milieu a ensuite été récupéré à 48h, 72h et 96h post-transfection. Après centrifugation, le 
surnageant contenant les virus a été filtré et congelé à -20°C en attendant l'infection. 
Les cellules HL60ER présentent un récepteur écotropique murin pour l'infection par le virus produit 




le rétrovirus d'intérêt ou contrôle supplémenté de 15µg de polybrène, et centrifugées à 2400rpm, à 
37°C pendant 2h. Puis les cellules sont cultivées dans leur milieu toute la nuit et réinfectées le 
lendemain selon le même protocole. Enfin, les cellules GFP positives sont triées par cytométrie en flux 
3 jours post-infection. 
Transfection Transitoire: 
Deux millions de cellules de la lignée OCI AML3 ou NB4 ont été transfectées avec 2µg de plasmide 
ou avec des LNA-GapmeRs dirigés contre XLOC_087120 (Exiqon), NPM1 muté (Eurogentec), ou 
LNA-GapmeRs contrôles (concentration finale: 0,5µM). La GapmeR contrôle de NPM1 muté est un 
GapmeR ayant la même composition et n'ayant aucune cible. Le GapmeR contrôle du XLOC_087120 
est un GapmeR "Negative control A" fourni par Exiquon et  n'ayant aucune cible. La transfection est 
réalisée par électroporation avec le système Nucleofector II (Lonza) selon les recommandations du 
fournisseur, et à l'aide du programme X-001 et des solutions de nucléofection T et V, pour OCI AML3 
et NB4, respectivement. 
Analyses statistiques: 
Les niveaux d'expression entre deux groupes ont été comparés par un test de Student non apparié. La 
correction de Welch a été appliquée en cas de variances significativement inégales entre les deux 
groupes d'après un test de Fisher (GraphPad Prism v.5). Une p valeur inférieure à 0,05 a été considérée 
comme significative et toutes les expériences ont été réalisées en triplica. Tous les graphiques ont été 


















Gènes Forward Primer 5'->3' Reverse Primer 5'->3' 
5S ACGCGCCCGATCTCGTCTGAT GCCTACAGCACCCGGTATTCCC 
Actine TCCCTGGAGAAGAGCTACGA AGGAAGGAAGGCTGGAAGAG 
GAPDH CGGGAAGCTTGTCATCAATGG GGCAGTGATGGCATGGACTG 
NPM1 WT GAAGAATTGCTTCCGGATGACT CTTCCTCCACTGCCAGAGATCT 
NPM1A GAAGAATTGCTTCCGGATGACT CTTCCTCCACTGCCAGACAGA 
PINT GCTGGAACTTGCCCTGTCTCCT TCGCTCTGTGCCACCTTCTTCT 
Snord44 CCTGGATGATGATAAGCAAATGC GTCAGTTAGAGCTAATTAAGAC 
TBP GCCTCCCCCACCCCCTTCTTT GCCACACCCTGCAACTCAACATCC 
H3.1 Total CTACCTGGTGGGGCTGTTTGAG GCGAGCAAGCTGGATGTCCTT 
H4 Total ACAACATCCAGGGCATCACCAA CCGCGAGTCTCCTCGTAGATCA 
HIST1H2BE GTGACCAAGGCGCAGAAGAAGGAC TTTAGAGGAGATGCCGGTGTCGGG 
HIST1H2BH GCGTAAACGCAGCCGCAAGG GCCAGTTCCCCAGGCAGCAG 
HIST1H2BI GGGAGATCCAAACGGCTGTGCG GAGCCTTTGGGTCGTTAGCGCTTT 
HIST1H3E GGACACCAACCTGTGCGCTATT CAAAACAATTCACGCCCTCTCC 
HIST1H3F CTATCCACGCCAAGCGAGTGAC GGCGCACACCCTCAGTACAACT 
HIST1H3G GTGCCATCCATGCTAAGCGAGT TACTGCCCGGAAACCTCTACGC 
HIST1H4D GACGTGGTGTACGCGCTCAAG CTGAAAAGGGCCGTTGGTTTTG 
HIST1H4F TGGATGTTGTCTACGCGCTCAA GGGCCTTTTATGGGTGAGCTGT 
HIST1H4H AACGCAAGACCGTGACAGCAAT AGTGCAGCAAGCAGGAGCCTTA 
XLOC_087120 CCATGCACCAGGCACTGTAATG TGGGTAGCACCTCTCCATGAGC 
Gènes GapmeR spécifique 5'->3' GapmeR contrôle 5'->3' 
XLOC_087120 GAGGTTAATGAGTCA AACACGTCTATACGC 
NPM1A CTGCCAGACAGAGATC ATTAGACTGCCACAGT 
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RESUME:          
Les longs ARN non codants (lncRNAs) sont définis comme des transcrits de plus de 200nt et n’ayant pas de 
potentiel codant. Des études récentes ont démontré que les lncRNAs pouvaient être impliqués dans la régulation de 
la transcription, de la traduction, de la différenciation cellulaire, de l’expression génique, du cycle cellulaire et des 
modifications de la chromatine. De plus, il a été montré un impact fonctionnel de certains lncRNAs dans le 
processus de cancérogenèse mais nos connaissances actuelles sur ces molécules dans le cancer, et plus 
particulièrement dans la leucémie, restent extrêmement limitées. Au cours de cette étude, nous avons analysé 
l’expression des lncRNAs par RNA-sequencing sur 40 patients atteints de leucémie aiguë myéloblastique (LAM) à 
caryotype normal. Parmi les 11065 lncRNAs exprimés dans nos échantillons, nous avons identifié une signature de 
lncRNAs associée à la mutation de NPM1. Afin de mettre en évidence les fonctions putatives des lncRNAs 
sélectionnés, nous avons utilisé un algorithme de prédiction d’interaction protéine/ARN. De manière intéressante, 
plus de la moitié des lncRNAs présentent des sites d’interactions potentiels à SUZ12, une sous unité du complexe 
PRC2 (Polycomb repressive complex 2), connu pour être recruté par des lncRNAs pour la régulation épigénétique 
de gènes cibles. Par RNA immunoprécipitation (RIP) de SUZ12, nous avons pu démontrer que le lncRNA 
XLOC_087120 interagissait avec SUZ12. De plus, son expression est anti-corrélée avec celle des gènes voisins 
codants des histones, suggérant un rôle dans la  régulation négative des histones par ce lncRNA. L’impact de la 
dérégulation de XLOC_087120 sur les histones a été confirmé par des expériences de surexpression et d’inhibition 
de ce lncRNA dans des lignées de LAM. De plus, même si la mutation NPM1 ne semble pas affecter directement 
l’expression de ce lncRNA, des expériences d’infection de la forme mutée de NPM1 dans une lignée LAM ont 
montré que NPM1 pourrait réguler la localisation nucléaire/cytoplasmique de XLOC_087120 et moduler sa 
fonction de répresseur. En conclusion, ces données suggèrent que les lncRNAs sont des facteurs clés dans la 
pathogenèse des LAMs. 
MOTS-CLES : Leucémie aiguë myéloblastique ; long ARN non codant ; RNA-sequencing ; Régulation 
Epigénétique. 
__________________________________________________________________________________ 
TITLE: Study of long non coding RNAs in acute myeloid leukemia with normal karyotype  
ABSTRACT: 
Long noncoding RNAs (lncRNAs) are defined as RNA transcripts that are larger than 200 nt but do not appear to 
have protein-coding potential. Recent studies have demonstrated that lncRNAs regulate many processes such as 
transcription, translation, cellular differentiation, gene expression regulation, cell cycle regulation, and chromatin 
modification. Cumulative evidence points towards an important role of lncRNAs in cancer initiation, development, 
and progression. However, our overall knowledge of lncRNAs in cancer, including leukemia, remains extremely 
limited. In this study, we investigated lncRNA expression by RNA-sequencing in 40 acute myeloid leukemia 
(AML) patients with normal karyotype. Among 11065 lncRNA expressed in our samples, we identified specific 
lncRNA signature associated with the presence of NPM1 mutation. To go further into the putative function of these 
lncRNAs, we used catRAPID Omics algorithm to predict potential protein partners. Interestingly, the majority of 
the selected lncRNAs contains putative SUZ12 binding sites, a PRC2 (Polycomb Repressive Complex 2) 
component known to be linked to lncRNAs and to epigenetically regulates target genes. By using SUZ12 RNA 
Immunoprecipitation, we identify one lncRNA named XLOC_087120 linked to SUZ12. XLOC_087120 is located 
in a region enriched in histone genes. Pearson correlation showed a significative anti-correlation between 
XLOC_087120 and histone neighboring coding gene expression suggesting a role of this lncRNA in the regulation 
of histone genes. The impact on histone genes expression was confirmed by overexpression and inhibition of 
XLOC_087120 in AML cell lines. Overexpression of NPM1 mutant in an AML cell line showed that NPM1 
modulates the nuclear/cytoplasmic localization of XLOC_087120 and consequently its repressive function. 
Altogether, these data suggest that lncRNAs should be considered as key players in the pathogenesis of acute 
myeloid leukemias. 
KEY WORDS: Acute Myeloid Leukemia; long noncoding RNA; RNA-sequencing; Epigenetic regulation. 
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